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RESUMO

A obtencdo das enzimas lipases imobilizadas ¢ um desafio na biotecnologia atual, pois,
possuem um papel importante em diversos processos e produtos biotecnologicos. Apresentam
desempenho melhor quando comparados a enzima livre, por principalmente possuirem melhor
estabilidade operacional e térmica. O que possibilita serem utilizadas em processos que
necessitem de faixas mais amplas de temperatura e pH, além de poderem ser recuperadas com
maior facilidade do meio reacional e poderem ser utilizadas repetida ou continuamente. Além
disso, sua aplicacdo depende de técnicas eficientes de imobilizacdo e da utilizacdo de suporte
apropriado que mantenha a estabilidade enzimética. Diferentes técnicas podem ser utilizadas
para imobilizar enzimas, dentre elas a técnica sol-gel, que permite preparar diferentes materiais
com caracteristicas compativeis da enzima. Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo
imobilizar a lipase de Candida antarctica B em silica xerogel e aerogel obtida pela técnica sol-
gel na presenca dos aditivos polietilenoglicol e liquidos i6nicos. Os suportes imobilizados
foram preparados utilizando o tetraetilortossilicato como precursor de silica. A lipase e 0s
diferentes aditivos foram adicionados in situ no processo de formacdo do suporte. Foram
utilizados como aditivos o polietilenoglicol 1500 e trés diferentes liquidos idnicos (cloreto de
1-butil-3metilimidazélio,  brometo  de  1-octil-3metilimidazélio, 1  hexadecil-
3metilimimidazolio). Inicialmente foi realizado um estudo para determinar as condicdes de
secagem (tempo, pressao, temperatura) do aerogel em dioxido de carbono em condi¢des sub e
supercriticas. O tempo estudado foi entre 2,5 min a 2 horas. Para selecionar as melhores
condigdes de pressdo e temperatura, foi adotada a metodologia de planejamento experimental
32, Para otimizar o processo de imobilizacdo com os diferentes aditivos, foi proposto um
delineamento composto central rotacional 22 completo com as variaveis aditivo e enzima. Nos
suportes otimizados foram realizados o estudo da estabilidade operacional, térmica e de
armazenagem. Os resultados para a secagem do aerogel mostraram que o melhor tempo foi de
30 min e as maiores atividades de esterificacdo foram nas condi¢des nos niveis com valores
inferiores de pressao (80bar) e superiores de temperatura (55 °C). No estudo do uso do aditivo
polietilenoglicol, o modelo matematico para o processo foi validado e os pontos 6timos
determinados foram de 0,09 g/mL de enzima e 0,15 g/mL de aditivo polietilenoglicol para o
xerogel e 0,12 g/mL de enzima e 0,20 g/mL de aditivo polietilenoglicol para o aerogel. Os
valores de méxima atividade de esterificacdo e rendimentos foram de 544 U/g, 585 % e 266
U/g, 140 % para xerogel e aerogel, respectivamente. O polietilenoglicol mostrou melhor
desempenho na atividade de esterificacdo e estabilidades como aditivo quando utilizado no
xerogel. No estudo dos diferentes liquidos i6nicos, 0s pontos 6timos determinados foram para
os liquidos idnicos cloreto de 1-butil-3metilimidazdlio, brometo de 1-octil-3metilimidazolio e
1 hexadecil-3metilimimidazolio, respectivamente, de 0,30, 0,27 e 0,22 g/mL de enzima e 1,60,
1,52 e 1,52 % de aditivo. A quantidade de enzima e liquidos idnicos utilizados na imobilizacéo
com aerogel, foram os mesmos dos valores otimizados no processo da imobilizagdo em xerogel
(para cada liquido i6nico). Os liquidos iGnicos demonstraram serem bons aditivos no processo
de imobilizagdo. Quanto a estabilidade operacional, o xerogel, independente do liquido iénico,
apresentou maior numero de ciclos de utilizacdo e melhor estabilidade térmica em comparacgéo
ao aerogel. O melhor desempenho de atividade de esterificacdo e estabilidade para o aerogel
imobilizado foram quando sintetizados e secos sem a presenca de aditivo. Para o xerogel, 0 uso
de polietilenoglicol e liquidos idnicos apresentaram resultados satisfatérios para atividade de
esterificacdo e estabilidades.

Palavras-chave: Enzima. Aditivos. Tecnologia supercritica.



ABSTRACT

Obtaining enzyme immobilized lipase is a challenge in the current biotechnology therefore an
important role in many biotechnological processes and products. They present better
performance when compared to the free enzyme, mainly because they have better operational
and thermal stability. This makes it possible to be used in processes that require broader ranges
of temperature and pH, and can be retrieved more easily from the reaction medium and can be
used repeatedly or continuously. Moreover, its application depends on efficient immobilization
techniques and the use of appropriate support that keeps the enzyme stability. Different
techniques can be used to immobilize enzymes, among them the sol-gel technique, which
allows to prepare different materials with compatible characteristics of the enzyme. Thus, this
work aims at the immobilized Candida antarctica lipase B in silica xerogel and aerogel
obtained by the sol-gel technique in the presence of additives polyethylene glycol and ionic
liquids. The immobilized supports were prepared using silica as the precursor
tetraethylorthosilicate. CALB lipase and different additives and in situ in formation process.
They were used as additive polyethylene glycol 1500 and three different ionic liquids (ILS).
Initially a study was carried out to determine the drying conditions (time, pressure, temperature)
of airgel in carbon dioxide under sub and supercritical conditions. The time studied was
between 2.5 min to 2 hours. In order to select the best pressure and temperature conditions, the
experimental design methodology 32 was adopted. In order to optimize the immobilization
process with the different additives, a experimental design with additive and enzyme variables
was proposed. In the optimized substrates, the study of the operational, thermal and storage
stability was carried out. The results for the aerogel drying showed that the best time was 30
min and the highest esterification activities were in the conditions at the lower levels of pressure
(80bar) and higher temperature (55 °C). In the study of the use of the polyethylene glycol
additive, the mathematical model for the process was validated and the optimum points
determined were 0.09 g/mL of enzyme and 0.15 g/mL of polyethylene glycol additive for
xerogel and 0.12 g/ml of enzyme and 0.20 g/ml of polyethylene glycol additive to the aerogel.
The values of maximum esterification activity and yields were 544 U/g, 585% and 266 U/g,
140% for xerogel and aerogel, respectively. Polyethylene glycol showed better performance on
esterification activity and stabilities as an additive when used in xerogel. In the study of the
different ionic liquids, the optimum points determined were 1-butyl-3-methylimidazolium
chloride, 1-octyl-3-methylimidazolium bromide and 1-hexadecyl-3-methylimidazolium
bromide respectively of 0.30, 0.27 e 0.22g/mL enzyme and 1.60, 1.52 and 1.52% additive. The
amount of enzyme and ionic liquids used in immobilization with aerogel were the same as those
optimized in the immobilization process in xerogel (for each ionic liquid). lonic liquids proved
to be good additives in the immobilization process. Regarding the operational stability, the
xerogel, independent of the ionic liquid, presented a greater number of cycles of use and better
thermal stability in comparison to the aerogel. The best performance of esterification activity
and stability for the immobilized airgel were when synthesized and dried without the presence
of additive. For the xerogel, the use of polyethylene glycol and ionic liquids presented
satisfactory results for esterification activity and stabilities.

Keywords: Enzyme. Aditives. Supercritical technology.
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1 INTRODUCAO

Na é&rea biotecnoldgica, a aplicacdo de enzimas como biocatalisadores em diversos
processos torna-se uma alternativa na substituicdo de metodologias convencionais. Dentre as
enzimas em destaque nos processos biotecnologicos, pode-se citar as lipases.

As lipases sdo enzimas que tém sido utilizadas como biocatalisadores utilizados para
uma variedade de reagdes, devido a sua elevada atividade e seletividade (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010; KAPOOR; GUPTA, 2012). Dentre as lipases de diferentes fontes, a de
Candida antarctica B (CALB) ¢ particularmente interessante devido a sua capacidade de
catalisar diversas reacdes, sao um dos biocatalisadores mais utilizados em sintese organica
devido sua resisténcia a solventes organicos, tolerancia em meios ndo aquosos, especificidade
e seletividade (FORDE et al., 2010).

Apesar das vantagens da sua utilizacdo como biocatalisadores, sua aplicacdo pratica
possui algumas restricdes, tais como a baixa estabilidade térmica e operacional, custos com
separacdo do produto e impossibilidade de reutilizacdo (HANEFELD; CAO; MAGNER, 2013;
JESIONOWSKI, ZDARTA, KRAJEWSKA, 2014).

Uma estratégia para contornar estes inconvenientes e melhorar sua estabilidade em
diferentes meios reacionais € o processo de imobilizacdo. O processo de imobilizacdo consiste
em manter o catalisador confinado a um suporte fisico, desta forma, torna viavel a
recuperacdo/remocao do biocatalisador do meio reacional; permite a utilizacdo repetida ou
continuamente, o que possibilita a utilizacdo em processos que operam continuamente; melhora
a sua estabilidade, possibilitando faixas mais amplas de temperatura e pH (MENDES et al.,
2008; KATO et al., 2011).

A escolha do suporte ou técnica de imobilizacdo torna-se uma etapa importante. O
suporte deve apresentar resisténcia térmica e microbioldgica, estabilidade térmica e possuir
caracteristicas compativeis com a da enzima a ser imobilizada (MOHAMAD et al., 2015).
Dentre as técnicas, uma das mais usadas para a imobilizacdo de biomoléculas e outros
catalisadores quimicos descrita na literatura € o processo sol-gel.

Este processo envolve varias etapas de processos quimicos e fisicos, associados a
hidrélise e polimerizacdo de precursores inorganicos e secagem. A técnica permite preparar
materiais com estruturas distintas, a partir do controle da cinética de transformac&o, projetando
materiais com propriedades pré-definidas, alta pureza, homogeneidade dos produtos e baixa
temperatura de processamento (NASSAR et al., 2011).
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O processo sol-gel comeca a partir de uma solugdo homogénea com um precursor,
solvente e catalisador que, atraves de reacdes de hidrolise e condensagéo, origina uma solucao
coloidal denominados por sol. Por reacfes de policondensacdo, o sol se transforma em uma
rede integrada, solida com a fase liquida (solventes, catalisadores) nos intersticios, e esta
estrutura tridimensional semi-sélida é chamado gel (MILEA; BOGATU; DUTA, 2011). Este
gel passa por mais dois processos, 0 envelhecimento e secagem.

Os suportes obtidos pelas diferentes formas de secagem no processo sol-gel podem ser
classificados por xerogel, aerogel, criogel e sonogel. O xerogel é obtido pela secagem por
evaporacao em condi¢des brandas de pressdo e temperatura e o aerogel é obtido pela secagem
por extragdo em meio pressurizado.

A técnica sol-gel permite o uso de aditivos no momento da elaboracdo do suporte de
imobilizacdo. Pesquisas relatam que o uso de aditivos no processo de imobilizacdo, os quais,
sdo utilizados para proteger a enzima, evitando a sua inativacdo apds o processo de
imobilizacdo, o que os mantém com maiores atividades enzimética além do aumento da
estabilidade (SHELDON; PELT, 2013; BARBOSA et al., 2016).

Os aditivos sdo capazes de reter a camada de agua ao redor do biocatalisador e
maximizar os efeitos dispersantes das moléculas da enzima e além disso, séo facilitadores de
transporte de massa. Dentre os aditivos mais utilizados na imobilizacdo enzimatica destacam-
se o polietilenoglicol (PEG), o alcool polivinilico e atualmente, os liquidos iénicos (LIs).

O PEG nas suas aplicacdes como aditivo no processo de imobilizagdo demonstra um
aumento da estabilidade e atividade da enzima, pois, melhora a distribuicdo da enzima no
processo de imobilizacdo, modifica nivel de hidratacdo no interior do suporte e reveste a
enzima, impedindo mudanga na sua estrutura conformacional (OUYANG et al., 2010;
CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015).

Os liquidos idnicos demonstram caracteristicas semelhantes as do PEG no processo de
imobilizacdo, além disso, estudos relatam que as altas atividades enzimaticas podem estar
ligadas a alteracdo da conformacéo enzimatica que os LIs provocam, o que faz com que a
enzima mantenha sua ativacdo permanente (BARBOSA et al., 2016). Essas caracteristicas
aliadas as suas propriedades, como baixa pressdo de vapor, estabilidade térmica, nao-
inflamabilidade, torna interessante o uso destes aditivos em processos de imobilizacéo (VIOUX
etal., 2010). Porém, o processo de imobilizacdo pela técnica sol-gel com a imobilizacéo in situ,
ou seja, a adi¢do da enzima no processo de sintese do suporte com e sem o0 uso de aditivos,

ainda é pouco estudado.
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1.1 Objetivo geral

Objetivou-se imobilizar a lipase comercial de Candida antarctica B (CALB) em silica

xerogel e aerogel obtido pela técnica sol-gel na presenca de diferentes aditivos.

1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

a) Estudar e avaliar a influéncia de diferentes condi¢des (tempo, temperatura e pressao) no
processo de secagem do suporte aerogel imobilizado in situ com lipase CALB;

b) Auvaliar o efeito da utilizacdo do aditivo PEG no processo de imobilizacéo da lipase CALB
em xerogel e aerogel,

c) Auvaliar o efeito da imobilizacio da lipase CALB em xerogel e aerogel utilizando diferentes
liquidos ibnicos como aditivos;

d) Analisar a estabilidade operacional (reciclo), térmica e de estocagem dos diferentes suportes
imobilizados obtidos;

e) Caracterizar morfologicamente os suportes imobilizados obtidos.

1.3 Estrutura do trabalho

Este trabalho esta organizado conforme a Figura 1.1. O Capitulo 1 apresenta a
introducdo e os objetivos do trabalho. O Capitulo 2 traz uma revisdo bibliografica sobre os
temas abordados. O Capitulo 3 aborda o estudo do processo de secagem por meio sub e
supercritico para a obtencdo do suporte aerogel imobilizado com a lipase CALB, o estudo da
estabilidade e a caracterizagdo dos suportes obtidos. O processo de imobilizacdo da lipase
CALB em xerogel e aerogel com o uso de PEG como aditivo, bem como o estudo da
estabilidade sdo apresentados no Capitulo 4. O Capitulos 5 aborda a imobilizacdo da lipase
CALB em xerogel e aerogel com o uso de diferentes LIs como aditivo, o estudo da estabilidade
e a caracterizacdo dos suportes obtidos. O Capitulo 6 traz as consideracgdes finais e sugestoes
para trabalhos futuros. Por fim, o Capitulo 6 apresenta as producdes cientificas obtidas ao longo

do desenvolvimento do trabalho.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, serd exposta uma breve revisdo da literatura sobre lipases, imobilizacéo
de lipases, técnica sol-gel, fluidos supercriticos e aditivos os quais correspondem aos principais

temas que serdo abordados no decorrer do trabalho.

2.1 Lipases

As lipases (EC 3.1.1.3) podem ser produzidas por diversos micro-organismos, plantas e
animais (HIDALGO; BORNSCHEUER, 2006). Assim como as outras enzimas, as lipases
microbianas sdo mais utilizadas do que as derivadas de plantas ou animais. S&o geralmente mais
estaveis e versateis devido a possibilidade de altos rendimentos, procedimentos mais simples
de obtencao, facilidade de manipulacdo genética e ao rapido crescimento dos micro-organismos
em meios relativamente baratos (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; GANDRA et al., 2008;
BARBOSA et al., 2011).

S&o enzimas biotecnologicamente importantes devido a sua versatilidade e propriedades
para diferentes aplicacdes. Possuem como funcdo natural a hidrélise de triacilglicerdis em
acidos graxos e glicerol. Entretanto, em ambientes com restricdo de agua, as lipases tém se
mostrado ativas em reacOes de esterificacdo (BARON et al., 2005; FICANHA et al., 2015),
transesterificacdo (SEVERAC et al., 2011), interesterificacdo (NUNES et al., 2010), alcodlise
(REINEHR et al., 2014) e amindlise (FORESTI; FERREIRA, 2007).

Podem, também, ser utilizadas de duas formas principais: para catalise biolégica com o
objetivo de produzir componentes quimicos importantes para as diferentes industrias e, para
acelerar a degradacdo de residuos gordurosos (COLLA; REINEHR; COSTA, 2012; SINGH,;
MUKHOPADHYAY, 2012).

Além disso, diversos estudos demonstram as diferentes aplicacbes das lipases, tais
como: na industria de alimentos (RADZI et al., 2011; THAKUR; KUMAR; KANWAR, 2012),
na industria quimica (CHAKRABORTY et al., 2010; MACARIO; GIORDANO, 2013), no
tratamento de efluentes (ROVEDA; HEMKEMEIER; COLLA, 2010; DORS et al., 2013), na
industria téxtil (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006), na industria farmacéutica (GHORAI;
SHUKLA; BHATTACHARYYA, 2012), entre outras possiveis aplicagdes.

Uma das lipases mais utilizadas é a Candida antarctica B (CALB), que tem a
capacidade de tornar-se adsorvida em interfaces hidrofobicas e atuar em substratos insoluveis.

A lipase CALB tem sido estudada para potenciais aplica¢des na indudstria alimenticia, aromas
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(BRIGIDA et al., 2008; MARTINS et al., 2014), de detergente, farmacéutica (BARBOSA et
al., 2010), cosméticos (MONTIEL et al., 2015), biodiesel (SILVA et al., 2012) e oleoquimica
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Estas aplicacGes sdo possiveis, devido a sua ampla
especificidade para substratos, alta atividade para varias reacdes sob condigcdes brandas,
resisténcia a solventes organicos, estabilidade térmica e atuacdo em uma faixa ampla de pH
(RODRIGUES et al., 2008; DENG et al., 2011).

Apesar das diversas possibilidades e a grande utilizacdo nos mais variados processos,
as reacdes cataliticas que envolvem enzimas, alguns aspectos na sua aplicacdo podem afetar a
estabilidade desta enzima na sua forma livre (BOSLEY; PEILOW, 1997; DU et al., 2004). S&o
frequentemente limitadas em termos de estabilidade, e também por dificuldades na recuperacao
das mesmas para reuso do biocatalisador (SEVERAC et al., 2011).

Nos ultimos anos, diferentes técnicas foram aperfeicoadas ou desenvolvidas para estudo

e otimizac&o das reacdes de biotransformacdes como, por exemplo, a imobilizagdo enzimatica.

2.2 Imobilizacdo enzimatica

A definicdo para imobilizagdo de enzimas foi recomendada pela Primeira Conferéncia
sobre Engenharia Enzimadtica, realizada em 1971, que estabelece que “enzimas imobilizadas
sd0 enzimas ou sistemas enzimaticos fisicamente confinados ou localizados em uma certa
regido definida do espaco com retencdo de suas atividades cataliticas, e que podem ser usadas
repetida e continuamente” (KENNEDY; CABRAL, 1987).

A imobilizacéo de enzimas desempenha um papel fundamental na biocatélise, tendo em
vista que as enzimas estdo sujeitas a perda de sua atividade por fatores quimicos, fisicos e/ou
bioldgicos, durante sua utilizacdo ou até mesmo durante a estocagem. Por essas raz0es,
diferentes métodos de imobilizagdo enzimatica tém sido propostos com o objetivo de manter a
atividade desses biocatalisadores durante 0s processos em que sao empregados, possibilitando
o desenvolvimento de biocatalisadores com um tempo de vida util satisfatorio e elevada
sensibilidade (MATEO et al., 2007; SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012).

A imobilizagéo oferece algumas vantagens operacionais as enzimas soluveis, tais como
operar em processos continuos, escolha do término da reacdo, a formacdo de produtos
controlados, sua fécil separacdo e adaptabilidade a diversos tipos de reatores (ADRIANO et al.,
2005). A imobilizacdo muitas vezes € a chave para melhorar o desempenho operacional da
enzima em diferentes reagdes (SHELDON, 2007).
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H& uma tendéncia no aumento da aplicacdo de enzimas imobilizadas que mantenham
suas propriedades cataliticas e a possibilidade de torna-la reutilizavel, o que implica na
aceitacdo comercial destes catalisadores bioldgicos (DESIMONE et al., 2008; BON et al.,
2008).

Hé& alguns pontos que devem ser evitados ou prevenidos durante a imobilizagao:

a) Perda de atividade da enzima: estd relacionada com a imobilizacdo, pois
invariavelmente ocorre uma inativacao parcial da enzima devido ao envolvimento de interagdes
fracas (forcas de Van der Waals) e/ou fortes (ligacdo covalente), entre a estrutura protéica
enzimatica e o suporte, podendo também ocorrer alteracdes de orientacdo e acesso do substrato
ao sitio ativo, reduzindo a atividade da mesma, ou ainda levando a reducdo aparente da
especificidade ao substrato (BON et al., 2008). A reducdo aparente da atividade também pode
ser resultado das restri¢fes difusionais, pelo fato da enzima estar fortemente ligada ao suporte
e sua mobilidade ficar restringida limitando o acesso do substrato ao sitio ativo, afetando a
cinética da reacdo, pela reducdo da velocidade de reacdo, ou ainda pela alteragdo do pH no
microambiente da enzima (FOGLER, 2002);

b) Diferencas na caracteristica fisica do biocatalisador e do fluido: normalmente enzimas
imobilizadas devem ser utilizadas quando o substrato é sollvel. Uma vez que as enzimas
estejam retidas no interior de matrizes porosas, os poros devem facilitar o livre acesso do
substrato a0 mesmo tempo em que retém a molécula de enzima no seu interior (FOGLER,
2002);

c) Perda na estabilidade do biocatalisador: As propriedades fisicas do suporte devem ser
mantidas durante o tempo de meia vida estimado, ou seja, o custo da imobilizacdo deve ser
compensado pela meia vida do biocatalisador. Normalmente, os substratos utilizados nas
reacGes enzimaticas contém substancias em suspensao (lipideos), que podem se adsorver ao
suporte e bloguear os poros, diminuindo a acessibilidade do substrato a enzima, promovendo
uma reducdo aparente do tempo de meia-vida da enzima imobilizada (FOGLER, 2002).

As principais vantagens obtidas no processo de imobilizacdo s&o: aumento das
estabilidades térmica, mecénica e operacional, protegendo o sitio ativo da enzima da inativacao;
permite sua reutilizagdo em outras etapas do processo; reducdo de custo operacional e facil
separacao e recuperacao da enzima do meio reacional, reduzindo custo e etapas de purificacdo
do produto (VILLENEUVE et al., 2000; DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

De uma forma geral, para um processo de imobilizacdo ser efetivo, o suporte deve

permitir 0 acesso da enzima aos substratos, manter sua atividade por um longo periodo e
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permitir que o sistema (suporte/enzima) seja regenerado ao final do processo, sem que ocorram
perdas na atividade enzimética (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

2.2.1 Imobilizacéo de lipase

A lipase CALB, especialmente ap0s a imobilizacdo, é bem reconhecida por tolerar
grande variacdo em condicfes experimentais, tais como solventes organicos polares, baixa
atividades de agua, pH alcalino e temperatura elevada (TAN et al., 2010; IDRIS e BUKHARI,
2012). Na imobilizacao, a selecdo do método e o suporte para a imobilizacdo da enzima lipase
CALB deve ser baseada nas propriedades finais desejadas para o biocatalisador.

Desta forma, na literatura as lipases CALB sdo imobilizadas por diversos métodos, tais
como: adsorcdo (MILETIC et al., 2009), ligacao covalente (RODRIGUES et al., 2008), ligacédo
cruzada (PRABHAVATHI; GUO; XU, 2009) e também encapsulamento e/ou confinamento
(NASSREDDINE et al., 2008; CIPOLATTI et al., 2014; FICANHA et al., 2015).

Dentre as técnicas de imobiliza¢do, o comportamento da lipase imobilizada pela técnica
sol-gel depende da estrutura fisica do suporte, das propriedades quimicas e fisicas da lipase
utilizada e do método de secagem utilizado, entre eles utilizando-se dessecadores (xerogel)
(SOARES et al.,, 2004) ou gases em condicBes supercriticas como CO2 (aerogel)
(NASSREDDINE et al., 2008; BARBOSA et al., 2016).

2.2.2 Técnica sol-gel

Esta tecnologia consiste na formacdo de uma solu¢do homogénea que a partir de reagdes
de hidrélise e condensacdo do precursor origina uma dispersao de particulas coloidais, o sol
(com dimensdo entre 1 e 100 nm, estavel em um fluido). Depois, por reacdes de
policondensacdo, o sol é transformado em uma rede sélida com uma fase liquida nos poros,
também denominado por gel (formada pela estrutura rigida das particulas coloidais, ou de
cadeias poliméricas) (ALFAYA; KUBOTA, 2002; DURAES et al., 2013).

As reagdes quimicas que ocorrem durante a formacéo do sol para o gel, influenciam
fortemente a composicao e as propriedades do produto final (ALFAYA; KUBOTA, 2002).

A reacdo de polimerizacdo sol-gel pode ser dividida em duas etapas basicas: na primeira,
a hidrolise do grupo alcéxido com a formacdo de grupos reativos do tipo silanol; e na segunda,

a condensacédo do grupo silanol, a qual leva inicialmente a formacéo do sol e, eventualmente,
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ao gel (ALFAYA; KUBOTA, 2002), conforme demostradas nas Figuras 2.1 e 2.2,

respectivamente.

Figura 2.1 - Hidrolise do grupo alcéxido com a formacdo de grupos reativos do grupo silanol

TCsz ’ CszoH 002H5
H.C,O Ny AN
52 OC.H H.C,0
H.C,O 25 H.C,O OH
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Fonte: Boaventura (2013).

A producdo de uma matriz sol-gel pode ser iniciada pela hidrolise parcial dos
precursores (silicatos de alquilo ou alcoxisilanos) resultando em um oligbmero. O oligémero
presente € totalmente hidrolisado formando-se uma disperséo coloidal (sol), a qual é adicionada
uma solugdo contendo o biocatalisador, desta forma, inicia-se o processo de poli condensagéo,
que resulta na formacdo de uma fase distinta contendo o biocatalisador (enzimas). A matriz é
envelhecida, resultando no final do processo, nano ou micro matrizes (CABRAL; AIRES-
BARROS; GAMA, 2003).

Figura 2.2 - A condensacdo do grupo silanol, a qual leva inicialmente a formacéo do sol e

apos o gel
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TEOS: Tetraetilortosilicato.
Fonte: Boaventura (2013).
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A facilidade para transformar um sol em um gel depende em grande parte do tipo de
particulas coloidais em suspensdo. Essa transicdo ocorre muito facilmente com solucGes
poliméricas e com silica (SEIDEL et al., 2007).

Na preparacdo de materiais com caracteristicas controladas € de grande importancia a
compreensdo da cinética e das reacdes envolvidas no processo sol-gel. Estes materiais exibem
geometria especifica, requer baixas temperaturas, permite controlar a microestrutura do produto
através das fases de sintese e secagem, o que possibilita o controle das propriedades dos
produtos mediante o tipo de aplicagdo (DORCHEH; ABBASI, 2008).

Este material passa por uma fase de secagem com o0 objetivo de extrair o solvente
utilizado, mantendo a estrutura do gel inicial praticamente ilesa, originando um aerogel ou
xerogel caso esta etapa seja efetuada em condicBGes supercriticas ou a pressao atmosférica
(DORCHEH; ABBASI, 2008; GARCIA-GONZALEZ et al., 2012). As etapas do processo da
formacdo de um aerogel ou um xerogel pela técnica sol-gel podem ser visualizadas na Figura
2.3.

Figura 2.3 - Etapas da técnica sol-gel para producdo de xerogel e aerogel

Precursor - Hidrolise

+ Policondensagao

* Envelhecimento
Secagem

Extrac¢do do solvente

Evaporacdo

XEROGEL AEROGEL

Fonte: Autor.

Devido ao seu processo de obtencdo e suas caracteristicas, 0s aerogéis e xerogeéis tém
sido aplicados em catalise heterogénea em especial na biocatélise. Estes biocatalisadores sdo
conhecidos, no melhor dos casos, para operar de maneira mais eficiente do que as
correspondentes enzimas livres (REETZ; ZONTA; SIMPELKAMP, 1996).
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2.2.2.1 Xerogel

Os xerogéis sdo obtidos pela evaporacao natural do solvente e da agua, que ocorre em
condi¢cdes ambientes. Os parametros de secagem sdo normalmente controlados pela umidade
do ambiente (BASTOS, 2008). O material, apds sua secagem, possui uma boa porosidade
(25%) e area de superficie especifica, além de muitos poros de tamanho pequeno. Porém, por
sofrer uma contracdo significativa durante a secagem, o seu volume pode ser modificado
(PESSANHA; COELHO, 2012).

Os parametros utilizados no processo sol-gel para obtencdo do xerogel podem
determinam as caracteristicas finais dos materiais. Dentre esses parametros destacam-se 0
grupo silanol utilizado como precursor da silica, como por exemplo o tetraetilortosilicato
(TEOS) (LEE et al., 2007; SOUZA et al., 2012) e tetrametilortosilicato (TMOS) (MACARIO
etal., 2009; ZARCULA etal., 2010); o iniciador da reagéo de polimerizagdo, como por exemplo
acido cloridrico (HCI) (LEE et al., 2007; SOUZA et al., 2012), 4cido bromidrico (HBTr)
(FICANHA et al., 2015), acido fluoridrico (HF) e hidroxido de aménia (NH4OH) (BARRERA
et al., 2013); além do tempo de hidrolise e condensacdo, a homogeneidade do produto e a razéo
molar &gua:silano (ALFAYA; KUBOTA, 2002).

Além dos fatores ja citados, porosidade do xerogel esta intimamente ligada com o valor
do pH e o teor de 4gua presente na reacdo. Quanto maior forem os teores de dgua e o valor do
pH, materiais mais porosos serdo produzidos, e quanto menores forem esses valores, 0 nimero
de poros é reduzido (ALFAYA; KUBOTA, 2002).

2.2.2.2 Aerogel

Os aerogéis (Figura 2.4) sdo materiais porosos sintetizados a partir de diversos
precursores moleculares com o uso da tecnologia sol-gel com métodos de secagem especiais
(AKIMOQV, 2003). Os primeiros estudos realizados para a extragdo de adgua e solventes dos
poros do gel umido obtido a partir da técnica sol-gel por dioxido de carbono (CO2) no meio
supercritico foi realizado por Tewari, Hunt e Lofftus (1985).

Eles s&o produzidos pela secagem supercritica dos géis obtidos atraves de reagdes de
hidrélise e de condensacdo de um precursor alcoxido de silicio, tais como tetraetilortossilicato
(TEOS) em um solvente (BRINKER; SCHERER, 1990; BUCKLEY; GREENBLATT, 1994).
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Figura 2.4 - Silicas aerogéis a) aerogel de silica em particulas; b) mondlito de um aerogel
flexivel a base de silica; ¢) mondlito de um aerogel de silica.

Fonte: Aerogel.org

O aerogel com base em silica é uma classe de s6lidos extremamente porosos, leves e
resistentes, que podem suportar 500 a 4.000 vezes 0 seu peso, com uma area superficial
especifica alta (500-1000 m?/g), baixa densidade (0,003-0,35 g/cm?), baixa condutividade
térmica (0,014 W) e bons indices de refragdo (1,008 e 1,4 mK™). Por essas caracteristicas ele

se torna um suporte interessante para a imobilizacao de biomoléculas (NOVAK et al., 2003).

2.2.3 Fluido supercritico

Um fluido supercritico € definido como uma substancia para as quais, ambas, a pressao
e temperatura estdo acima dos valores criticos. A densidade de fluidos supercriticos pode ser
facilmente ajustada por pequenas mudancas na pressao dentro da regido critica (NALAWADE;
PICCHIONI; JANSSEN, 2006).

O emprego de fluidos supercriticos como solventes tem recebido grande atencao porque
estes permitem taxas de reacdo mais altas do que os solventes convencionais. A facilidade de
se manipular as propriedades fisicas dos fluidos supercriticos possibilita um melhor controle
das condic¢des de reacdo e facilita a remocao do solvente apds a reacdo (TRURECHT et al.,
2006; REZAEI; TEMELLI; JENAB, 2007).

O fluido supercritico possui densidade proxima a do liquido, o que fortalece as suas
propriedades de solvente. Por outro lado, a viscosidade, a difusividade e a tensdo superficial
apresentam valores préximos aos do estado gasoso, 0 que torna as propriedades de transporte
bastante favoraveis ao processo. Além dessas, a constante dielétrica e o pardmetro de
solubilidade podem ser manipulados atraves da variacdo da densidade (HABULIN; KNEZ,
2001).
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Dentre todos os fluidos que podem ser utilizados como solvente, o mais utilizado é o
CO., este apresenta ponto critico em condi¢Oes relativamente brandas, temperatura critica de
31,1 °C e pressdo critica de 73,8 bar (Figura 2.5) (DE CONTO, 2012).

Figura 2.5 - Diagrama de fases do CO>
P (van
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1,013

-78,5 -56,6 +31,0 T(vC)

Fonte: De Conto (2012)

O poder de solubilizacdo de um solvente € tanto maior quanto mais denso ele for. Acima
do ponto critico, onde a separacéo entre o liquido e 0 gas desaparece, a densidade deste gas
pode ser modificada com pequenas varia¢fes na pressdo ou temperatura e com isso, o0 poder de
solvatagdo do CO; supercritico pode ser controlado (BRENNECKE, 1997).

Esta € uma caracteristica bastante peculiar do fluido supercritico, que se constitui no
principio fundamental do processo de extracdo supercritica. Em sintese, pequenas variacoes de
pressdo e/ou temperatura na regido supercritica podem levar a grandes varia¢fes da densidade
do solvente supercritico, diretamente relacionada ao seu poder de solubilizacdo (TORRES,
2004).

Além disso, é atoxico, ndo-inflamavel, facil de ser obtido, é facilmente separado do
soluto e de facil reciclo apds o uso e despressurizacdo (HIERRO, 1994).

Estas propriedades fazem dos fluidos supercriticos meios interessantes para reacoes
quimicas e enzimaticas (OLIVEIRA et al., 2006; REZAEI; TEMELLI; JENAB, 2007), dentre
eles, 0 CO> tem atraido atencdo em muitos campos da &rea cientifica e tecnolégica. Devido as
suas excelentes propriedades consideradas ideais para diversas aplica¢fes, incluindo
biossensores, tratamento de residuos (WANG; WU, 2006; BURCHELL et al., 2008;
ALNAIEF; SMIRNOVA, 2010; GURAYV et al., 2010) e imobilizacdo de enzimas, por possuir
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propriedades criticas que evitam a perda de atividade das enzimas (REETZ; ZONTA;
SIMPELKAMP, 1996).

2.2.4 Secagem supercritica dos géis de sintese

Os aeroggéis sdo produzidos por secagem em meio supercritico, com fluido pressurizado,
ou seja, pela extracdo do componente liquido (solvente) presente no gel. O solvente é
substituido pelo CO2 sub ou supercritico, que permite ao solvente ser vagarosamente retirado,
sem causar um colapso da rede solida do gel devido a tensdo superficial e a capilaridade, o que
ocorre no processo de evaporagio convencional (HUSING; SCHUBERT, 1998).

N&o havendo diferenca na densidade entre a fase gasosa e a fase liquida, a tensdo
superficial do solvente desaparece e, quando utilizado para a secagem de aerogel, preserva a
estrutura dos poros da silica (DE CONTO, 2012).

Na secagem por meio supercritico, tanto a temperatura quanto a pressdo séo ajustados
para atingir valores acima dos pontos criticos do solvente correspondente. Ao atingir a
temperatura e pressdo de ajuste, as condi¢cdes sdo mantidas constantes para um determinado
periodo de tempo (DORCHEH; ABBASI, 2008).

A substituicdo do solvente liquido por um solvente gasoso sob condi¢des supercriticas
diminui consideravelmente o encolhimento do aerogel, pois as perturbacdes exercidas pelo
liquido na rede de géis sdo praticamente excluidas. 1sso pode ser explicado pelo fato de que as
interfaces de liquido-vapor sdo eliminadas (PESSANHA; COELHO, 2012).

Neste ponto, ndo héa interface liquido-vapor e, portanto, ndo ha nenhuma pressao capilar.
Por secagem a pressdo ambiente, a tensdo superficial entre o liquido e o vapor ndo pode ser
evitada. A tensdo dentro do gel é proporcional a viscosidade do liquido dos poros, a taxa de
secagem é inversamente proporcional a permeabilidade do gel itmido (BRINKER; SHERER,
1990).

Os parametros importantes a serem considerados na secagem séo a for¢a gel, o tamanho
dos poros do gel e o solvente, além da temperatura e pressao utilizados na secagem. O pequeno
tamanho dos poros pode induzir a fratura durante a secagem devido as forcas capilares. O
liquido no interior dos poros esta sob uma enorme tenséo, quando o tamanho do poro for menor
do que 200 A. Por outro lado, quando o tamanho do poro for maior do que 200 pm, o

encolhimento sera menor e a fissura vai ser menor (RAO; HARANATH, 1999).
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Por outro lado, em alguns casos, géis de tamanho de poro pequeno (40 A) sdo mais
faceis de secar do que tamanho de poro maiores, o que é explicada por uma teoria da cavitacao
(SCHERER; SMITH, 1995).

Com efeito, estas propriedades unicas fazem dos aerogeéis baseados em silica adequados
para inumeras aplicagdes, tais como, para a construcdo de isolamento (JENSEN; SCHULTZ;
KRISTIANSEN, 2004), catalisadores, sensores e filtros para gases poluentes em funcdo de sua
estrutura porosa muito alta e controlada. Outros aplicativos do aerogel incluem absorcéo de
impacto e espacadores para eletrodos de vacuo (GURAYV et al., 2010) além de suportes para
imobilizacéo enziméatica (NASSREDDINE et al., 2008; BARBOSA et al., 2016).

O uso de aerogéis e xerogeis como suportes na imobilizacdo de enzimas vem sendo
estudado na presenca ou auséncia de aditivos (NASSREDDINE et al., 2008; KHARRAT et al.,
2011; BARBOSA et al., 2016), a fim de aumentar a atividade catalitica das enzimas
imobilizadas.

Os aditivos podem ser usados para melhorar o processo e obter materiais com melhores
propriedades, o que possibilita modificacbes nas propriedades do suporte e controle de
porosidade. Além disso, esse tipo de procedimento vem crescendo principalmente, pois, 0
processo pode se tornar propicio a grande escala de producdo e aplicacdo, devido ao maior
poder de reutilizacdo das enzimas quando imobilizadas e estabilizadas (ZARCULA et al.,
2009).

Assim, a atividade e a estabilidade das enzimas imobilizadas podem gerar um
melhoramento significativo quando o procedimento de imobilizacdo for realizado na presenca

de aditivos.

2.2.5 Aditivos

Os aditivos tém sido utilizados no processo de imobilizagdo de enzimas para produzir
biocatalisadores imobilizados com maior eficiéncia. As modificacBes fisicas, quimicas e
morfoldgicas dos suportes devido ao uso de aditivos, podem produzir enzimas imobilizadas
com maior estabilidade devido a minimizacdo dos efeitos difusionais de substratos e produtos
durante a reacdo, além da melhoria da estabilidade operacional em processos continuos e
descontinuos (ISPAS, SOKOLOV, ANDREESCU, 2009; SHELDON; PELT, 2013).

Além disso, o uso de aditivos pode auxiliar na alteracdo da hidratacdo da enzima ou
reducdo do encolhimento do gel (REETZ et al., 2003). As moléculas de agua, que se encontram

ao redor da enzima, exercem um papel importante na estabilidade e conformacao estrutural
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devido, principalmente, a sua influéncia nas intera¢Ges hidrofdbicas, além das forcas de Van
der Walls, pontes salinas e pontes de hidrogénio (YAMANE et al., 1990; FABER, 1997).

A escolha do aditivo a ser utilizado no processo de imobilizacéo, esta associada ao tipo
de fenbmeno no sistema imobilizado, tais como: protecéo da enzima contra a inativacédo durante
a etapa de imobilizagdo; retencdo da camada de agua ao redor do biocatalisador, efeitos
dispersantes das moléculas da enzima e facilitadores de transporte de massa (SOARES et al.,
2005; HARA et al., 2010). Os aditivos devem assegurar a estabilidade e reutilizacdo da enzima
e, consequentemente, melhorando a relacdo custo-beneficio do processo. Pode-se também
aumentar o tempo de meia-vida, isto é, a estabilidade térmica. Contudo, caso essa estratégia
seja feita de forma inadequada podera afetar adversamente a estabilidade e o desempenho total
do sistema imobilizado (KHARRAT et al., 2011; BARBOSA et al., 2016).

Séo exemplos de aditivos eficientes utilizados para imobilizacdo de lipases nos suportes
obtidos pela técnica sol-gel: o polietilenoglicol (PEG), liquidos ibnicos (LIs), alcool
polivinilico, caseina, gelatina e albumina (REETZ; ZONTA; SIMPELKAMP, 1996;
VILLENEUVE et al., 2000; SOARES et al., 2003, 2004 e 2005; HARA et al., 2010).

O uso de aditivos na imobilizacdo pela técnica sol-gel torna-se um fator de interesse,
pois, a enzima pode ser imobilizada juntamente com o aditivo durante o processo de
imobilizagdo (SAKAI-KATO; ISHIRA 2009).

2.2.5.1 Polietilenoglicol (PEG)

O polietilenoglicol (PEG) é um polimero ndo i6nico, hidrofilico e que pode formar
ligacGes diretas com a agua (MAHONEY; TALBERT; GODDARD, 2012), formado a partir
do etilenoglicol. Polimeros soluveis, como o PEG, além de muito utilizados na industria
farmacéutica, sdo utilizados na purificacdo de proteinas (ANDREWS; SCHMIDT; ASENJO,
2005), como aditivo macromolecular durante a producdo da silica pela técnica sol gel
(CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015), na estabilizacdo ou a alteracdo da funcéo de enzima
além de melhorar a atividade de enziméatica (IYER e ANANTHANARAYAN, 2008;
OUYANG et al., 2010), impedindo uma mudanca de sua estrutura protéica (ROCHA,; GIL;
GARCIA, 1998; VILLENEUVE et al., 2000).

A natureza e a interagdo do aditivo no interior da matriz sol-gel podem proporcionar um
mecanismo para manipular a dinamica e a acessibilidade das biomoléculas e assim, melhorar a
atividade e estabilidade das biomoléculas aprisionadas (GUPTA; CHAUDHURY, 2007), pois,

concede melhor a distribuicdo da enzima na superficie do suporte, o que permite um melhor
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contato com o substrato e favorece uma condi¢do necessaria para a expressdo da atividade
enzimética (SOARES et al., 2004).

Também, a presenca de PEG durante o processo de imobilizacdo de lipase,
provavelmente, afeta o nivel de hidratacdo da enzima, modificando a hidrofilicidade do
microambiente (ROCHA; GIL; GARCIA, 1998).

Soares et al. (2006), avaliaram diferentes tipos de aditivos considerando a atividade
hidrolitica, bem como a estabilidade operacional de derivados imobilizados de lipase de
Candida rugosa em silica de porosidade controlada. Entre os aditivos testados, o
polietilenoglicol (1500) proporcionou um consideravel aumento da atividade hidrolitica, além
de reduzir a desativagdo térmica da enzima.

Cabe salientar que os aditivos ndo ativam a enzima, em vez disto, apresentam um efeito
estabilizante que previne a desativacdo da enzima quando de sua interacdo com 0 suporte
(VILLENEUVE et al., 2000).

2.2.5.2 Liquidos i6nicos (LIs)

Os LlIs sdo compostos formados na sua maioria por um cation organico e um anion
inorganico ou organico (SINGH; SINGH; CHANDRA, 2014; MAI; AHH; KOO, 2014). Os
cations ou anion utilizados determinam as propriedades quimicas e fisicas, bem como a sua
estabilidade (WEIL; IVASKA 2008).

Com base no seu comportamento quimico, LIs sdo divididos em dois grupos: liquidos
10nicos aproticos (LIAs) e liquidos 10nicos proticos (LIPs). Os LIAs também sdo considerados
como LIs "convencionais" ou "classico" ja que suas estruturas sdo baseadas principalmente em
cations organicos, como imidazoélio ou piridinio e de dnions como Cl, Br", BF4 e PF¢ (PERIC
etal., 2013).

Os LIPs, por outro lado, sdo geralmente preparados por reagdo de neutralizacao de uma
base organica ¢ de um acido, ou seja, pela transferéncia de protons a partir de um acido de
Bronsted para uma base de Bronsted (GREAVES et al., 2006). Até o momento, os LIs aproticos
tém recebido mais atencao do que as LIs proticos.

Na Figura 2.6 sdo apresentados alguns exemplos de estruturas quimicas de cations e
anions comumente empregados na sintese de LIs (SUN; ARMSTRONG, 2010).
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Figura 2.6 - Estrutura quimica e nomenclatura de cations e anions utilizados na sintese de LIs
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Fonte: adaptada de Sun e Armstrong (2010)

Essas estruturas explicam o fato de muitos LIs apresentarem-se na forma liquida e outros
solidos a temperatura ambiente (WEI; IVASKA, 2008).

As possibilidades de ajustar as propriedades dos LIs permitem o desenvolvimento de
produtos e processos mais eficientes, pois atraves de varias combinagdes de cations e anions, é
permitida a producdo desses solventes para aplicaces especificas (ALVAREZ et al., 2011;
MATTEDI et al., 2011).

Os LIPs sdo nédo inflamaveis, ndo volateis (por possuir pressao de vapor desprezivel),
possuem amplo intervalo de equilibrio hidrofilico-hidrofébico, alta capacidade de solvatacdo
para diversos tipos de materiais, possui uma excelente estabilidade quimica e térmica
(ASLANOV, 2011).

Devido as suas propriedades, oS LIs tém sido utilizadas para varias aplicagdes, tais como
solventes em extracdes (DIETZ, 2006), processos de polimerizacio (KUBISA, 2004),
nanotecnologia (ANTONIETTI et al., 2004), solventes em catalise (ZHANG, 2006) na
biocatalise como solventes (SU et al., 2016), agentes de modificacdo superficial da silica
(SOUZA et al., 2013) e aditivos na imobiliza¢do de enzimas (BARBOSA et al., 2016).

Além dessas aplicacOes, observou-se 0 uso promissor destes solventes como aditivos na
imobilizacdo de enzimas. Dependendo da sua natureza, os LIs podem ser capazes de estabilizar
enzimas, protegendo a camada de hidratagdo ao redor da enzima e/ou pela alteracdo
conformacional o que ocasiona a ativacdo permanente da enzima (HARA et al., 2010).

Os LlIs e as enzimas, bem como a sua aplicagédo, foram descritos ha muito tempo na
literatura, porém o potencial de sua combinagéo vem se tornando tema de estudos. Os LIs foram
recentemente sugeridos como agentes que podem estabilizar as enzimas, protegendo a camada
de hidratacdo ao redor da enzima podendo causar mudancas conformacionais que levam a
ativacdo da enzima (HARA et al., 2010).
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Sua utilizacdo durante o processo de imobilizacdo da lipase pela técnica sol-gel é
apresentada na literatura. Na maioria, limitados & obtencao de xerogel imobilizado (KHARRAT
et al., 2011; SOUZA et al., 2013). No que se refere aerogéis, estudos séo limitados utilizando
LIs na matriz com a secagem com fluidos pressurizado (BARBOSA et al., 2016).

A adigdo de LIs em processos biocataliticos podem proporcionar maior seletividade e
estabilidade a enzima (PARK; KAZLAUKAS, 2003), gerando interesse ao uso destes aditivos
em processos de imobilizacdo (VIOUX et al., 2010).

A influéncia positiva do uso do LIs como aditivo em processo enzimatico foi verificada
por Zarcula et al. (2010) onde utilizaram o tetrafluoroborato de 1-octil-3-metilimidazoélio
([CsMim][BF4]) na imobilizacdo da lipase pela técnica sol-gel em matrizes hibridas. O
biocatalisador imobilizado apresentou rendimento da atividade enzimatica superior a 100 %.

A utilizacdo de LIAs também foi estudada como aditivo na imobilizacdo da lipase de
Rhizomucor miehei. Os resultados demonstraram que a afinidade da enzima para o substrato foi
aumentada na presenca de LIAs mais hidrofébicos (MATEO et al., 2007). Os LlIs & base de
cations aproticos, principalmente imidazélio, apresentaram resultados satisfatérios na

imobilizacdo de enzimas.
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3 IMOBILIZACAO DE LIPASE EM SILICA AEROGEL

3.1 Fundamentacdo Teodrica

As lipases possuem capacidade de catalisar diversas reacdes, assim, € utilizado como
biocatalisador industrial em quimica, alimentos, farmacéutica, agroquimica e biotecnologia. E
utilizado com sucesso em uma variedade de reacfes de hidrolise e esterificacdo (HASAN;
SHAH; HAMEED, 2006; KUMAR et al., 2013).

Porém, as suas aplica¢fes podem ser limitadas devido a sua baixa estabilidade, estrutura
instdvel e custos de separacdo no final do processo (JAFARIZADEH; JAHANIAN;
BERENJIAN, 2012). Estes inconvenientes podem ser contornados pela reutilizacdo enzimética
e pela melhoria da estabilidade enzimatica proporcionada pelo processo de imobilizacdo
(BRADY; JORNDAAN, 2009). A imobilizacdo enzimatica representa a incorporacdao de
moléculas enzimaticas sobre ou em estruturas, através da ligagdo a um suporte, reticulacdo ou
encapsulamento (ANSARI; HUSAIN, 2012).

O material do suporte, tanto quanto o mecanismo de incorporagdo empregado, podem
afetar diretamente na eficiéncia do processo de imobilizacdo, mais precisamente na atividade
da enzima imobilizada. Em relacdo as lipases, diferentes suportes, formas de incorporacgéo e
mecanismos de imobilizacdo séo propostos pela literatura (WU et al., 2009).

Nos Ultimos anos tem crescido o interesse por materiais que permitam a incorporacao
da enzima in situ durante a etapa de sintese do suporte. Neste contexto, destacam-se 0s materiais
obtidos pela técnica sol-gel como xerogéis (FICANHA et al., 2015) e aerogéis de silica. Os
aerogeis poderem ser sintetizados em condi¢des brandas de temperatura e pH, apresentam
outras propriedades atrativas a um suporte, como densidade baixa, alta porosidade, alta area
superficial ~especifica, baixa constante dielétrica e bom isolamento térmico
(SCHWERTFEGER; FRANK; SCHMIDT, 1998; DORCHEH; ABBASI; 2008).

No caso dos aerogéis de silica, os quais sdo sintetizados por gelificacdo e
envelhecimento de um sol (particula coloidal) de silica, seguido de remocéo do solvente no gel
umido por secagem em alta presséo, estas propriedades podem ser controladas a partir do
precursor de alcoxido (tetrametoxissilano (TMOS) ou tetraetoxissilano (TEOS)) (DORCHEH,;
ABBASI, 2008) e das condicGes de secagem (tipo de gés, pressao, taxa de despressurizacao e
densidade) empregadas na etapa de remocdo do solvente (AEGERTER; LEVENTIS;
KOEBEL, 2011). Esses materiais sdo utilizados em muitas aplicagdes, dentre as quais se
destacam na biocatalise (NASSREDDINE et al., 2008; BARBOSA et al., 2016).
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Neste contexto, objetivou-se estudar a influéncia de diferentes condi¢bes (tempo,
pressdo e temperatura) de secagem do imobilizado de aerogel contendo a lipase CALB

incorporada in situ durante sua sintese.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Materiais

A lipase comercial Candida antarctica (CALB) liquida foi obtida pela Novozyme
(Bagswaerd, Denmark). Os produtos quimicos utilizados para a sintese de sol-gel foram
tetraetilortosilicato (TEOS Sigma-Aldrich) como precursor da silica, hidroxido de amonio
(Quimex), acido bromidrico (Vetec) como catalisador e dgua destilada. Para determinagdo da
atividade de esterificacdo foram utilizados etanol (Merck), acetona (Merck) e hidroxido de
sodio (Synth). Os substratos utilizados na reacao de esterificacdo foram acido oleico (Aldrich)
e etanol (Merck). Para a secagem do suporte para obtencdo do aerogel foi utilizado dioxido de

carbono (CO2) como solvente (White Martins).

3.2.2 Sintese da silica e imobilizacao da lipase CALB em aerogel

A lipase de Candida antarctica (CALB) foi imobilizada pela técnica de sol-gel, com o
uso do tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor da silica, seguindo metodologia descrita na
literatura (FICANHA et al., 2015). Inicialmente, 5 mL de TEOS foram dissolvidos em 5 mL de
etanol absoluto. Apds a dissolucdo, adicionou-se 1,6 mL de agua destilada e trés gotas do
iniciador da reacdo de polimerizacdo acido bromidrico (HBr). Posteriormente, os sistemas
reacionais foram submetidos a uma etapa de homogeneizagdo em agitador orbital (shaker) a 40
°C e 180 rpm, por um periodo de 90 min. Em seguida, fez-se a adi¢do de 1 mL da solucéo
enzimética contendo 0,1 g de enzima, e 1,75 mL da solucédo hidrolisante (solugéo etanolica de
hidroxido de amonio 1,0 mol/L). Posteriormente, os sistemas reacionais foram mantidos em
condigdes estaticas, em temperatura entre 20 °C e 25 °C, por 24 h para completar a condensagéo
quimica.

Ap0s o término da etapa de condensacgéo, os imobilizados foram submetidos a uma etapa
de secagem empregando CO2 em meio sub e supercritico. Posteriormente a secagem, foram

obtidas lipases imobilizadas em silica, denominadas aerogel imobilizado.
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3.2.3 Secagem para obtencdo do aerogel imobilizado

A secagem dos imobilizados na matriz sol-gel foi realizada empregando CO:
pressurizado em condi¢6es sub e supercriticas. O aparato experimental utilizado para a secagem

empregando CO> pressurizado € apresentado na Figura 3.1.

Figura 3.1 - Aparato experimental utilizado para a secagem empregando CO; pressurizado
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Fonte: Adaptado de Barbosa et al. (2016).
C1: Cilindro de COg; V1: Vélvula de Esfera; BS: Bomba de alta pressdo tipo seringa; BR1 e BR2: Banho de
recirculacdo; CV1: Valvula de uma via; TP: Transdutor de pressdo de volume zero; IP: Indicador Universal; E:

Extrator; VA: Valvula métrica tipo agulha; CT: Controle de temperatura (termopar).

O procedimento utilizado para a secagem em meio pressurizado para obtencdo do
aerogel, foi realizado da seguinte forma:
a) Ap0Gs o processo de policondensacdo (etapa inicial da imobilizacdo), a secagem foi
realizada com o emprego de CO- sub e supercritico, para retirar o excesso de agua e solventes.
b) Inicialmente o banho de recirculacdo (BR1) foi ligado a uma temperatura de 7 °C, a fim
de manter constante a temperatura da bomba de alta pressdo do tipo seringa (BS). Quando a
temperatura da bomba se manteve a 7 °C, o cilindro de CO2 (C1) foi aberto para encher a bomba
de alta pressdo tipo seringa com CO..
C) Esta bomba de seringa possui um reservatorio interno encamisado (cilindro da bomba),
possivel saber o volume de CO2dentro do reservatério em uma dada pressao e temperatura, atraves
da mudanca da pressdo de vapor da bomba de seringa. Dessa forma, era necessario conhecer a
densidade do solvente como liquido comprimido na pressdo e temperatura do cilindro da bomba.
Por isso, a temperatura do banho de recirculagdo (BR1) foi mantida constante em 7°C.
d) A enzima imobilizada (previamente pesada) foi adicionada ao interior do extrator e a

abertura superior deste foi entdo fechada com uma tampa. A parte inferior do extrator foi
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fechada juntamente com um filtro de ago sintetizado, sobreposto com um papel filtro, para
impedir a passagem do material (enzima imobilizada).

e) O banho de recirculacdo (BR2) utilizado para manter constante a temperatura no
extrator foi ligada e a temperatura experimental ajustada (conforme o planejamento
experimental). Quando a temperatura experimental atingiu o valor estabelecido, foi iniciado o
bombeamento do CO> para dentro do extrator com o auxilio da bomba (BS) até a presséo
estabelecida.

f) Quando a pressdo e a temperatura alcangaram o valor desejado, o sistema ficou estatico
por 10 min para permitir a absorcéo do solvente na matriz da enzima imobilizada.

9) Durante este tempo, o sistema de aquecimento da vélvula (VA) foi ligado a uma
temperatura de aproximadamente 80 °C.

h) Apds os 10 min, a valvula (VA) foi aberta até uma vazdo constante de 2 mL/min
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2012).

) O tempo de secagem (2,5, 5, 10, 15, 30, 60, 90 e 120 min) foi avaliado em diferentes
pressdes e temperaturas para a obtencdo do aerogel imobilizado. A escolha dos valores de
pressdo (80 bar a 200 bar), e temperatura (25 °C a 55 °C) foram realizadas considerando o valor
da densidade do CO2 em cada condicdo de temperatura e pressédo, calculada empregando a
equacdo de estado de Peng-Robinson (Tabela 3.1). A escolha dessa faixa de tempo foi
determinada considerando o solvente retido ap6s a secagem e a atividade da enzima apdés a
secagem.

), Apds cada experimento de secagem, as amostras foram pesadas para estimativa do teor

de solvente retido na matriz da silica aerogel imobilizado com a enzima.

O efeito da temperatura (X1) e pressdo (X2) na secagem em CO- do aerogel imobilizado
foi avaliado mediante o emprego de um planejamento fatorial 32. A escolha dos valores das
variaveis temperatura e pressao foram realizadas levando em consideracdo a densidade do CO..
As respostas acompanhadas foram a atividade de esterificacdo dos imobilizados obtidos e o
rendimento de imobilizagé&o.

Para uma melhor interpretagéo dos resultados, principalmente considerando os efeitos
entre as variaveis, os resultados foram tratados estatisticamente com nivel de confianga de 95%
(p <0,05).
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Tabela 3.1 - CondicGes de pressdo e temperatura e da densidade do CO> utilizado para

secagem
(X1) Temperatura (°C)  (X2) Presséo (bar) Densidade do CO; (g/cm?)

-1 (25) -1 (80) 0,7207

-1 (25) 0 (140) 0,8540

-1 (25) +1 (200) 0,9232

0 (40) -1 (80) 0,2848

0 (40) 0 (140) 0,7265

0 (40) +1 (200) 0,8309

+1 (55) -1 (80) 0,2093

+1 (55) 0 (140) 0,5744

+1 (55) +1 (200) 0,7309

Xa: valores codificados para a temperatura; X,: valores codificados para a pressao.

O tempo de secagem foi determinado apés a realizacdo da cinética de extracdo do
solvente, realizada durante 120 min. Cada ensaio foi realizado em duplicata, nas condicGes de
temperatura e pressao a serem empregadas no ponto central do planejamento, ou seja, de 40 °C
e 140 bar, respectivamente. A eficiéncia da obtencdo do aerogel foi avaliada pela atividade de
esterificacdo (AE) e o rendimento da imobilizacdo (R%). Os resultados obtidos para esta etapa

foram tratados pela comparacdo de médias (Teste de Tukey).

3.2.4 Caracterizacdo morfol6gica da silica aerogel

Os materiais obtidos foram caracterizados por difracdo de raios X, andlise textural de
adsorcdo/dessorcdo de N», area superficial (BET), analise termogravimétrica (ATG) e

microscopia eletrdnica de varredura (MEV).

3.2.4.1 Andlise difracdo de raios X (DRX) e analise textural

Os aerogeis foram caracterizados por difracdo de raios X (DRX) (Rigaku, Miniflex II,
Ka- 1,58 Cu). As areas superficiais especificas dos aerogéis sintetizados com e sem enzima
foram determinadas com o uso do método BET (BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938). O
volume e o didmetro médio dos poros foram calculados pelo método de BJH. Para a analise da
area superficial, previamente, as amostras foram submetidas a um tratamento térmico a 60 °C
com pressdo reduzida, por 12 h. A analise foi realizada em temperatura constante de -196 °C
(77 K).



49
Capitulo 3 — Imobilizagéo de lipase em silica aerogel

3.2.4.2 Andlise Termogravimétrica (ATG)

As analises termogravimetricas foram realizadas nas amostras do aerogel com e sem
enzima imobilizada. As curvas de ATG foram obtidas pelo equipamento DTG-60H simultaneo
com o DTA-TG Shimadzu e analisados no software Thermogravimetric Analyser, tomando por
base a perda da massa em funcdo da temperatura. Foram utilizadas como condigdes
operacionais a razdo de aquecimento de 20°C/min, na faixa de temperatura ambiente a 600 °C

e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min.

3.2.4.3 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi realizada em um microscopio eletrdnico de
varredura JEOL/EO com tenséo de 20 kV e ampliagdes de 500 e 1000 vezes. Cada amostra foi
fixada em uma fita dupla face presente na face superior de um cilindro de aluminio. O material

foi recoberto por uma fina camada de ouro por eletro-vaporizacéo.

3.2.5 Determinacdes analiticas

As determinacdes analiticas descritas a seguir foram as utilizadas em todos os

experimentos do presente trabalho.

3.2.5.1 Determinacdo da atividade de esterificacdo

A atividade de esterificacdo foi quantificada através da reacdo de sintese de oleato de
etila utilizando acido oleico e alcool etilico na razdo molar de 1:1 (mistura padrao), conforme
descrito por Ficanha et al. (2015). A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 0,1 g da enzima
imobilizada ou livre em 5 mL da mistura padrdo. A reacdo foi conduzida em frascos de vidro
fechados a 40 °C, em agitador orbital a 160 rpm, durante 40 min. Aliquotas de 0,5 mL foram
retiradas do meio reacional. A cada amostra foram adicionados 15 mL de uma solucdo de
acetona-etanol (1:1) (v/v) a fim de parar a reacdo. A quantidade de &cido oleico consumido foi
determinada por titulagdo com NaOH 0,05 mol/L até o meio reacional atingir pH 11. Uma
unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade de enzima que consome 1 pmol
de é&cido oleico por minuto nas condigbes experimentais estabelecidas apresentadas

anteriormente. Todas as determinacdes de atividade enzimatica foram feitas em triplicadas.
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Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima que
consome 1 pumol de &cido graxo por minuto, calculada pela Equagéo 3.1.

(V, =V, )x M x1000 xV,
txmxV, (3.1)

AE =

Onde: AE: Atividade de esterificacdo (U/g); Va: Volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada ap6s 40
min (mL); Vb: Volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra do branco (mL); M: Molaridade da solucédo de
NaOH; V¢ : Volume final de meio reacional (mL); t: Tempo (minutos); m: Massa da solugdo enzimatica ou do

suporte utilizado (g); V¢ Volume da aliquota do meio reacional retirada para titulagdo (mL).

3.2.5.2 Determinacéo do rendimento da imobilizag&o

O rendimento de imobilizacdo nos aerogéis foram calculados pela porcentagem da razao
entre a atividade total de esterificacdo do aerogel imobilizado e a atividade de esterificagdo total

da massa de enzima livre adicionada na etapa de imobilizagéo, conforme a Equacéo 3.2.

R (%): %xmo (3.2)
0

Onde: Uy corresponde a atividade total de esterificacdo da massa de xerogel sintetizado e Uy representa a atividade

total de esterificagdo presente na massa de enzima livre adicionada na imobilizacéo.

3.2.5.3 Estabilidade de estocagem

A estabilidade de estocagem é um parametro importante que deve ser avaliado, uma vez
que seu estudo permitira determinar por quanto tempo o biocatalisador imobilizado podera ser
armazenado e quanto de sua atividade inicial sera mantida ao longo do periodo de estocagem.
Foram realizadas em temperatura ambiente (20 °C - 25 °C) e refrigeracdo (3 °C - 5 °C). A
estabilidade foi acompanhada até atingir uma perda de 50% de sua atividade de esterificacdo
inicial. Os resultados foram apresentados em porcentagem da atividade residual (AR), calculada

pela Equacéo 3.3.

AR (%): 2£ix100 (3.3)

AEq

Onde: AEi: atividade de esterificagdo no tempo “i”, AEq da atividade de esterificagdo no tempo inicial.
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3.2.5.4 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica das lipases CALB livre e imobilizada foi determinada pelo
método de Arrhenius. A partir dos dados obtidos durante a avaliacdo da estabilidade térmica
determinou-se a cinética de degradacao através da anélise da ordem de reagéo.

Foi realizada por meio da incubagéo das enzimas em temperaturas de 40 °C a 80 °C.
Amostras foram retiradas ao longo do tempo de incubacdo para a realizacdo da atividade de
esterificacdo (descrita no item 3.2.5.1) e determinacgéo da atividade residual (AR).

A constante de desativagdo térmica (kq) em cada temperatura foi calculada segundo o
modelo cinético de Arrhenius, considerando-se que a inativagdo das enzimas segue a cinética

de primeira ordem, conforme Equacao 3.4.
A = Agexp.(—ky.t) (3.4)
A partir das constantes de desativacdo térmica em cada temperatura, foram obtidos o0s
tempos de meia vida (t12) (Equacdo 3.5) que corresponde ao tempo necessario para que ocorra

a inativacdo de 50 % da concentracdo enzimatica inicial, na temperatura testada.

In0,5
ka

t1/2 = — (3.5)

Onde: Ao atividade inicial, A: atividade final, t: tempo, t1. tempo de meia vida e kd: constante de desativacao.

3.2.5.5 Estabilidade operacional

A eficiéncia da estabilidade operacional (reuso) da lipase imobilizada in situ em aerogel
foi determinada empregando uma quantidade definida do imobilizado em sucessivos ciclos de
sintese de oleato de etila. Apos cada batelada, o meio reacional (fase liquida) foi removido com
0 auxilio de uma pipeta, mantendo a fase sélida (aerogel imobilizado) e, apés, adicionado uma
nova solucéo de acido oleico e etanol. A atividade residual (AR) de cada ciclo foi calculada

como apresentado na Equacéo (3.6).

AR (%) 2Enociclon 100 (3.6)

AE no ciclo 1
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3.3 Resultados e Discusséo
3.3.1 Caracterizacdo morfologica da silica aerogel
3.3.1.1 Difratograma de raios X (DRX) e analise textural

A caracterizacdo da porosidade do aerogel de silica, seja pura ou contendo enzimas

imobilizadas, € um fator importante pois auxilia a compreensdo dos resultados da atividade

enzimatica.
Os difratogramas de raios X referentes aos aerogéis obtidos com diferentes condigdes

de secagem, na presenca da enzima lipase, sdo apresentados na Figura 3.2.

Figura 3.2 - Difratogramas de raios X dos aerogéis imobilizados obtidos em diferentes
condicdes de secagem (a) 80 bar e 40 °C, (b) 140 bar e 40 °C, (c) 200 bar e 25 °C
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Todos os aerogéis imobilizados exibem um mesmo comportamento em relacdo a seus
difratogramas, ndo apresentando picos que caracterizam materiais cristalinos, e sim halos na
regido concebida entre 15-30° (20), 0 que o0s caracterizam como materiais sem ordenacdo
cristalina, ou seja, como materiais amorfos.

A estrutura amorfa de materiais obtidos pela técnica sol-gel foi descrita por Hench et al.
(1992), no qual relatam que as reagdes de hidrolise e condensagdo do mondmero de silicio em
presenca de um catalisador acido (HBr) atuam como agente de ligacéo cruzada com a formacao

da estrutura amorfa SiO2, na qual o reticulado tridimensional é formado ao redor da enzima.
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As isotermas de adsorgdo-dessorgédo de N2, area superficial especifica, volume de poros
especifico (Vp) e didmetro (dp) das matrizes hidrofobicas e biocatalisadores imobilizados
foram determinados a partir de medidas de adsorcao-dessorcao de nitrogénio, que é um método
utilizado para a caracterizacdo de materiais microporosos e mesoporosos. A analise textural
mostra os resultados em relagdo a area de superficie especifica (método BET), volume de poros
e didmetro meédio dos poros para as matrizes de sol-gel e os seus derivados (SOUZA et al.,
2012).

Os resultados das analises texturais de adsorcdo/dessorcédo de N2 realizadas nos aerogeis

com e sem a presenca da lipase CALB obtidos por diferentes condi¢cbes de secagem sao

apresentados na Figura 3.3.

Figura 3.3 - Isoterma de adsorcdo-dessor¢édo da silica aerogel
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(a) 80 bar e 40°C sem enzima; (b) 80 bar e 40°C com enzima; (c) 140 bar e 55°C sem enzima; (d) 140 bar e 55°C

com enzima; (e) 200 bar e 25°C sem enzima; (f) 200 bar e 25°C com enzima
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Os aerogéis, independente da condicdo de secagem, apresentaram isoterma do tipo 1V,
que sdo tipicamente exibidas por materiais mesoporosos (GREGG; SING, 1982), como a silica
e com histerese do tipo H2, a qual corresponde a uma distribuicdo de tamanhos e formas de
poros definida, com poros em forma de “tinteiro”, com gargalo estreito e corpo largo de acordo
com a classificacdo IUPAC.

Os aerogeis sao predominantemente solidos mesoporosos. Devem suas propriedades
proeminentes, como baixas densidades, mesoporosidades e elevada area superficial, a esta
estrutura (HUSING; SCHUBERT, 1998; CUCE et al., 2014).

As distribui¢des de tamanho de poro, area superficial e volume de poros dos aerogeéis
determinadas pelo método BJH sdo apresentadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Caracteristicas morfologicas dos aerogéis
Condicéo Area superficial Volume de poro  Tamanho de

Aerogel secagem (m2/g) (cmd/g) poro (A)
Com enzima 80 bar e 40°C 297,41 1,01 135,35
Com enzima 140 bar e 55°C 197,83 0,90 182,25
Com enzima 200 bar e 25°C 179,70 0,73 163,12
Sem enzima 80 bar e 40°C 324,21 1,45 188,16
Sem enzima 140 bar e 55°C 312,92 1,17 186,04
Sem enzima 200 bar e 25°C 304,66 1,10 178,11

Observa-se para todos o0s aerogéis, independentemente da condicdo de secagem, que a
area superficial, o volume e o tamanho de poro reduzem com o uso da enzima. Esta estrutura
mesoporosa fornece espaco para a imobilizacdo da lipase de CALB. Também devido area
superficial, este suporte pode facilitar a captacdo do substrato e assim auxiliar no aumento do
rendimento de imobilizagdo e a atividade da lipase imobilizada (ZHANG, GE; LIU, 2015).

3.3.1.2 Analise Termogravimétrica (ATG)

A perda de massa da lipase CALB livre e dos aerogéis com e sem a enzima foi
determinada por analise termogravimétrica (ATG). Esta técnica permite a determinagdo do
intervalo de temperatura em que as amostras aquecidas sofrem alteragdo conformacional,
apresentando um perfil de perda de massa. A perda de massa obtida ap6s aquecimento das

amostras até 600 °C é apresentada na Tabela 3.3 e os termogramas obtidos na Figura 3.4.



55
Capitulo 3 — Imobilizagéo de lipase em silica aerogel

Tabela 3.3 - Perda de massa do aerogel com e sem enzima imobilizada e da enzima livre

Amostra Perda Regido | (%) Perda Regido Il (%) Total Perda (%)
Aerogel sem enzima 11,25 4,01 15,26
Aerogel com enzima 71,20 3,36 74,56

O valor obtido para a perda de massa do aerogel sem lipase imobilizada foi de 15,26 %,
sendo a maior perda de massa, com 11,25 %, observada na regido I, possivelmente devido a
agua na superficie e nos poros com maior acessibilidade, cuja perda por evaporagdo ocorre em
temperatura de até 200 °C. Para o aerogel imobilizado a perda de massa foi de 74,56 %, com a

maior perda de massa, cerca de 71 %, também na regido I.

Figura 3.4 - Curva termogravimétrica dos aerogéis com e sem a lipase CALB imobilizada
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Observa-se que o aerogel sem lipase imobilizada apresenta uma perda de massa menor
que o aerogel imobilizado com a lipase. Os termogramas foram divididos em duas regides. Na
Regido I, na qual a temperatura é de aproximadamente 200 °C, ocorre a perda de peso associada
principalmente com a desidratagdo, decomposi¢do de grupos amino e, geralmente grupos
organicos.

Na Regido Il (200 a 600 ° C), a perda esta associada com a condensacdo de grupos
silanol e da perda de alguns componentes organicos (C, H, O e N) sob forma de compostos
volateis, incluindo a lipase e a presenca de grupos silanois do precursor TEOS que néo

reagiram, presentes na silica, devido a incompleta reacao sol-gel (MUKHERJEE et al., 2009).
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3.3.1.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As morfologias dos aerogeéis imobilizados obtidos nas diferentes condicGes de secagem,
pode ser visualizadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) apresentadas na Figura
3.5.

Figura 3.5 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) do aerogel com ampliacdo de 500
vezes (a) (c) (e) e 1000 vezes (b) (d) (f)
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As micrografias MEV dos aerogéis secos em diferentes condi¢es, mostram particulas
com morfologias irregulares, sem forma definida, com tamanhos heterogéneos e inferiores a
200 um. Estruturas tipicas de suporte obtidas no processo sol-gel (TEWARI; HUNT,;
LOFFTUS, 1985)

3.3.2 Cinética de secagem do aerogel imobilizado

O estudo do tempo da secagem do gel por meio supercritico é considerado como um dos
pontos fundamentais a ser considerado para elaboracdo de materiais a base de aerogel para suas
diversas aplicacGes. Normalmente na sintese de aerogel o tempo de secagem € estimado para

que nenhum liquido esteja presente no gel seco. No entanto, para a imobilizacdo da enzima, é
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importante que permanega no interior da silica quantidade suficiente de 4gua para a manutengéo
das propriedades cataliticas e da estrutura tridimensional das lipases.

Desta forma, o estudo da secagem como uma funcdo de tempo € o primeiro
procedimento a ser avaliado no efeito da imobilizacdo sobre a atividade da enzima. Esta etapa
ird fornecer informagdes fundamentais para a formacao do aerogel imobilizado, tendo em vista
a atividade enzimatica e a quantidade de solvente extraido. Além disso, essa etapa ird permitir
a otimizacdo do processo, reduzindo o tempo operacional para obtencdo do imobilizado em
estudo.

A Figura 3.6 apresenta o efeito da pressdo e da temperatura nos valores da massa
extraida do aerogel imobilizado apds a secagem com CO2 em diferentes tempos.

Figura 3.6 — Cinética de extracdo do solvente apos a secagem com CO> em diferentes
pressdes, temperaturas e tempo
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Todas as condi¢Bes avaliadas apresentaram uma mesma tendéncia, exibindo um
aumento na porcentagem de massa extraida em funcdo do tempo, com as principais diferengas
entre as condi¢Oes sendo observadas no inicio do processo, até os 20 minutos iniciais.

Os ensaios que empregaram menor pressdo (80 bar), independentemente da
temperatura, apresentaram 0s menores resultados de secagem. Este comportamento foi
vinculado ao fato do aumento da presséo do sistema favorecer a difuséo do CO2 no interior dos

poros do imobilizado, e consequentemente, ocorrendo a substituicdo do solvente, resultando na
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sua extracdo. Essa substitui¢do do solvente (alcool) pelo CO2 no interior dos poros foi estudada
por Tewari; Hunt; Lofftus (1985) os quais concluiram que esta substituicdo ocorre pelo fato do
CO2 possuir uma maior pressdo e menor temperatura critica do que os alcoois.

Em relacdo a porcentagem de massa extraida também se observa uma tendéncia com a
densidade do gas, com as maiores densidades do gas foi possivel observar as maiores extracdes
do solvente do suporte imobilizado. Esse comportamento deve-se as propriedades dos fluidos,
que variam com a densidade, em fungéo da temperatura e da pressdo na regido supercritica.

Em relacdo ao tempo, os resultados sdo promissores em relacdo a literatura. Segundo
Barbosa et al. (2016) o estudo de tempo de secagem na imobilizag&o de Burkholderia cepacia
em aerogel mostrou que para uma vazéo de CO- constante de 2mL/min o tempo de 4 horas foi
insuficiente para uma eficiente extracao dos solventes do biocatalisador imobilizado.

A atividade de esterificacao (U) da silica aerogel apds a secagem com CO_ em diferentes
pressOes, temperaturas e tempo esta apresentada na Figura 3.7.

Para a atividade de esterificacdo observa-se a mesma tendéncia para todos o0s aerogéis
imobilizados, com um aumento da atividade de esterificacdo em funcdo do tempo até 30
minutos de secagem, mantendo-se constante até o término do experimento, ou seja, 120
minutos. Este comportamento deve-se a extragdo de solvente da estrutura do imobilizado,
melhorando assim a difusibilidade do substrato ao sitio ativo da enzima e, consequentemente,
a atividade de esterificag&o.

Também se observa que as atividades sdo maiores quando 0s aerogéis foram secos nas
menores densidades do gas (0,20 g/cm?, 0,29 g/cm®e 0,57 g/cm?®), as quais correspondem a
pressao de 80 bar e temperaturas de 55 e 40 °C e 140 bar e temperatura de 55 °C.

Ao analisar de forma independe as variaveis estudadas, observa-se para a pressdo, nas
trés temperaturas estudadas, um efeito negativo sobre a atividade de esterificacdo, com o0s
ensaios conduzidos com a menor pressdo (80 bar) apresentando os maiores valores de atividade.
A tendéncia observada para a atividade é inversamente proporcional & perda de massa, 0s
imobilizados com menor perda de massa apresentam as maiores atividades enzimaticas. Isto
sugere que durante o processo de secagem, principalmente quando conduzido a alta pressao,
esta arrastando concomitantemente com o solvente e parte da enzima presente na estrutura do

imobilizado.
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Figura 3.7 - Atividade de esterificacdo (U/g) da silica aerogel apos a secagem com CO2 em
diferentes pressdes, temperaturas e tempo
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Observa-se no teste de Tukey (Tabela 3.4) para as médias da AE que, ao analisar cada
tempo de secagem, individualmente, as condicdes de pressdes e temperaturas utilizadas se
diferem com o aumento da densidade do COx.

Considerando a densidade, ambos os ensaios conduzidos com as menores (0,2 — 0,57
g/cm®) e a maiores (0,83 — 0,92 g/cm®) densidade apresentam a mesma tendéncia, com 0s
valores de atividade de esterificacdo, para a maioria dos tempos estudados, ndo apresentando
diferenca estatistica (Tukey) entre seus pares, porém, diferem em relacdo as outras faixas de
densidade.

Para os ensaios conduzidos com valores de densidades intermediarios, entre 0,72 g/cm?®
e 0,73 g/cm? observa-se para a maioria dos tempos estudados uma diferenca estatistica nos
valores de atividade entre seus pares e em relacdo aos demais ensaios conduzidos com
densidades nas demais regides avaliadas.

De acordo com a literatura, o efeito da exposi¢do aos fluidos pressurizados sobre a
atividade enzimatica ndo apresenta uma tendéncia padrdo, com algumas enzimas apresenta
tanto aumento quanto diminuigdo em suas atividades apés tratamento em alta pressao, com
algumas apresentando completa inativacdo (OLIVEIRA et al., 2006; FRICKS et al., 2006).
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A reducdo da atividade enzimética pode ser atribuida as interacdes enzima-solvente
durante o processo de secagem com CO> pressurizado (KNEZ; HABULIN, 2002). Segundo
relatos da literatura, o CO> pressurizado seria responsavel pela retirada da agua, que é um
composto essencial do microambiente da enzima para a manutencao da atividade enzimatica, e
dessa forma, causando a desativacdo da enzima (OLIVEIRA et al., 2006; FRICKS et al., 2006;
PRIMO et al., 2007). Com o0 aumento da pressdo e, consequentemente, da densidade do gas,
esta interacdo é favorecida, contribuindo assim para uma maior perda de atividade (Figura 3.7).

Por outro lado, Maury et al. (2005) afirmam que este método de imobilizacdo, que
emprega com etapa de secagem a extracdo dos solventes com fluido supercritico, ao evitar as
contracOes capilares do reticulado de silica (SiO>), tende a apresentar um efeito positivo sobre

a atividade, quando comparadas com outras técnicas de secagem.

Tabela 3.4 - Teste de Tukey para a atividade de esterificagdo do aerogel imobilizado apds
secagem com CO> em diferentes condigdes de secagem de presséo e temperatura (letras
maiusculas nas linhas) e tempos de secagem (letras minusculas nas colunas)

Tempo
Condigdo  (min)/
de Densidade
secagem  (g/cmd) 2,5 5 10 15 30 60 90 120
80 bar 24416+ 266,79+ 349,26+ 351,64+ 35245% 339,78+ 32860+ 30682+
55°C  0,20932  11,10Ac 28388 10,914 17,294 27,11%* 576/ 22667 34,004
80 bar e 229,07+ 30620+ 340,38+ 345092+ 342,88+ 34425+ 32526+ 307,35+
40°C  0,28477  6,84A0  §71A 1174”0  5gpAa 6,027 11,8740 7,134% 6744
140 bar e 22334+ 31977+ 35126+ 352,63+ 30391+ 35000+ 34684+ 359,06+
55°C 057443 1634”5814 22664 48647 292" 6034% 58" 609"
80 bar e 84,46+ 11642+ 217,39+ 23148+ 23084+ 23017+ 237,19+ 236,65+
25°C  0,72073 12,07CP%* 30,64D2 48318 11578 577% 590%  83,02Bb 5461°%
140 bar 13428+ 15319+ 180,49+ 23237+ 22117+ 21665+ 19231+ 14824+
40°C 07265 33238  613C°  g@5Bc 138882 6,845 2680% 24,04Bac 4550
200 bar e 106,13+ 130,08+ 127,92+ 127,80+ 13547% 13250+ 10256+ 7393%
55°C  0,73086 11,798 704¢=  09C  g09c 616 602 1140Cb 569"
200 bar 5924+ 6395t 7042% 7036: (218% 6529+ 6793+ 6225+
40°C 0,8309  2052% 581F  1174Pa 17730« 1203 594 618Ca  17,83"
140 bar e 4403+ 6252+ 67,72+ 7020+ 6870% 6264+ 6174x 6021+
25°C 085402 20,80°% 6,05F 11,950 12390 12,12° 606" 598Ca  1840"
200 bar 1546+ 1910+ 4199+ 4616+ 67.79% 6409+ 6630+ 6540+
25°C 092319 6,708  62°F¢  §61D0c 11540 11,30°* 1306°° 1351Ca 6,66 °°

Médias e desvio padréo da atividade de esterificacdo do aerogel imobilizado seguidos por letras iguais ndo diferem
entre si ao nivel de 5 % pelo teste de Tukey.
Maiusculas nas colunas (tempo de secagem) e minusculas nas linhas (condigdes de ensaio)
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Neste sentido, a estabilidade da enzima em CO> supercritico depende tanto de sua
estrutura terciaria quanto de outros parametros, como a exposicao a altas pressdes e temperatura
do CO: durante o processo, que podem inativar a enzima (STEINBERGER; GAMSE; MAAR,
1999).

Para o tempo de secagem observa-se, para a maioria das diferentes condicGes de ensaio,
que ndo h& diferenca estatistica (Tukey) entre as médias das atividades de esterificacdo ap6s 30
min de secagem, desta forma, optou-se por definir este tempo para 0 processo de obtencao do
aerogel imobilizado.

A partir dos resultados obtidos, manteve-se constante o tempo em 30 min de secagem
para as diferentes condicBGes de pressdo e temperatura e fez-se o tratamento estatistico para
determinar a tendéncia da secagem da CALB imobilizada na silica aerogel.

A matriz dos experimentos e as respostas atividade de esterificacdo e rendimento de

imobilizacdo séo apresentados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Atividade de esterificacdo e rendimento da enzima lipase CALB imobilizada em
silica aerogel para o planejamento fatorial 3°

_ Densidade do CO- AE (U/g)to R(%)*o
Ensaio
X1 X2 (g/cmd)
1 -1(25) -1(80) 0,7207 230,84 £5,77° 218,65+ 4,46 ¢
2 -1(25) 0 (140) 0,8540 68,70 + 12,12 ¢ 64,21 £9,25
3 -1(25) +1(200) 0,9232 67,79+11,30¢ 72,41+9,85"
4 +1 (40) -1 (80) 0,2848 342,88 £6,022 666,69 +9,55°
5 0(40) 0 (140) 0,7265 221,17 £6,84° 243,46 + 30,74 ¢
6 0 (40)  +1(200) 0,8309 72,18 12,03 ¢ 60,99 + 8,29
7 0(55)  -1(80) 0,2093 352,45 +27,112 871,79 + 54,752
8 +1(55) 0 (140) 0,5744 353,91+292%  338,61+228°¢
9 +1 (55) +1 (200) 0,7309 13547 +6,16¢  132,09+4,90°

Xa1: Valores codificados e reais para temperatura (°C); Xz: Valores codificados e reais para pressdo (bar); AE:
Atividade de Esterificacdo; R: Rendimento. Médias * desvio padrdo da atividade de esterificacdo do aerogel

imobilizado seguidos por letras iguais na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5 % pelo teste de Tukey.

Para a temperatura, seu aumento proporciona uma melhora tanto na atividade de
esterificacdo quanto no rendimento de imobilizacéo, enquanto que para a pressdo, seu aumento
conduz a reducé@o de ambas as respostas.

O aumento da pressdo ao facilitar a substituicdo do solvente pelo CO. (KNEZ;

HABULIN, 2002), além de tornar a etapa de secagem mais eficiente, amplia a possibilidade de
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lixiviagdo de enzima do suporte, o que justificaria tanto a perda de atividade quanto de
rendimento de imobilizagé&o.

Outra tendéncia observada é o aumento da atividade de esterificacdo e do rendimento
de imobilizacdo com a diminui¢do da densidade do gas, com o0 ensaio (sete) conduzido com a
menor densidade (0,2093) apresentando os maiores valores de atividade de esterificacdo
(352,45 U/g) e rendimento de imobilizacdo (871,79 %).

Cabe destacar que ambas as tendéncias observadas para as variaveis temperatura e
pressdo, em relacdo as respostas acompanhadas, exibem uma relagéo direta com a variacao dos
valores de densidade do gés observados entre os ensaios, o qual tende a aumentar com a
diminuicdo da presséo e 0 aumento da temperatura.

Os modelos (Equacdes 3.7 e 3.8) foram validados pela andlise de variancia (ANOVA)
para ambas variaveis estudadas, na qual mostrou um coeficiente de determinacio (R?) de 0,86
e 0,79 para AE e rendimento, respectivamente. Além disso, apresentou um bom desempenho
do F-teste (valor calculado 75,85 e 47,00 respectivamente para AE e rendimento) maior que 0
Ftabelado (3,40).

AE (U) = 205,27 + 79,42x, — 108,11x, (3.7)

R (%) = 296,77 + 164,87x, — 248,27x, (3.8)

Os coeficientes de regressao dos fatores temperatura e presséo avaliados para a atividade
de esterificacdo e rendimento, indicando um efeito linear positivo para a variavel temperatura
e um efeito linear negativo para pressao sobre ambas as respostas avaliadas, corroborando com
a tendéncia observada anteriormente.

A superficie de resposta e a curva de contorno relacionado a interagdo entre as variaveis
pressdo e temperatura para ambas as respostas se encontram apresentadas na Figura 3.8.

Observa-se nas curvas de contorno, para ambas respostas, que a tendéncia para as
maiores atividades de esterificacdo (a) e rendimento (b) encontram-se na regido de maiores

temperaturas e menores pressoes, ou seja, nas condi¢des de menor densidade estudadas.
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Figura 3.8 - Curvas de contorno para o planejamento fatorial 32 em relacdo a AE (U/g) e R
(%) na secagem do aerogel
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(a) curva de contorno para a atividade de esterificagdo em relagdo a pressao e temperatura na secagem do aerogel;

(b) curva de contorno para o rendimento em relacdo a presséo e temperatura na secagem do aerogel.

Devido as médias de atividades de esterificacdo nas condi¢cGes de menor densidade de
secagem (80 bar e 55°C, 80 bar e 40°C e 140 bar e 55°C) ndo apresentarem diferenca
significativa entre si ao nivel de 5 % (Teste de Tukey, Tabela 3.5) para a atividade de
esterificacdo, optou-se, para as etapas seguintes testar a estabilidade (operacionais, térmica e de

estocagem) dos aerogéis imobilizados nessas condigdes.

3.3.3 Estabilidade de estocagem

As Figuras 3.9 e 3.10 descrevem o comportamento da atividade residual (AR) de
esterificacdo para o0s aerogéis imobilizados, armazenados a temperatura ambiente e
refrigeragéo, respectivamente.

Independente da condicdo de secagem a enzima imobilizada no aerogel, apresentou um
maior tempo de estocagem quando comparado com a enzima livre. Em relacdo a condicédo de
secagem, 0s aerogéis imobilizados apresentaram comportamento semelhante, com uma AR
superior a 50% por 165 dias de armazenamento em temperatura ambiente e superior a 260 dias
em refrigeracdo. Entre as condi¢cbes de estocagem as amostras armazenadas em refrigeracéo,
com 260 dias, apresentaram um desempenho 60% superior ao observado para a temperatura
ambiente, com 165 dias com atividade residual superior a 50%.

A estabilidade de estocagem por longos periodos é um dos principais fatores a serem
considerado quando se utiliza lipases imobilizadas. Estes resultados demonstram que um fator

importante é a forma como o0s aerogéis sdo estocados.

L
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Figura 3.9 - Atividade residual na estabilidade de estocagem em temperatura ambiente da
CALB livre e imobilizada em silica aerogel nas diferentes condi¢des de secagem

| I
RTRTRY

45 73 103 135 165 200
Tempo (dias)

e o)) A
= = =
—
[ |
[ g

Atividade Residual (%0)

]
L]

B 80 bare 35°C @80 bare 40°C [ 140 bare 535°C  [enzima livre

Figura 3.10 - Atividade residual na estabilidade de estocagem em refrigeracdo da CALB livre
e imobilizada em silica aerogel nas diferentes condicGes de secagem
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Estudos da estabilidade de estocagem realizados por Ficanha et al. (2015) apresentaram
um comportamento semelhante na estabilidade de estocagem armazenados em temperatura
ambiente para CALB imobiliza em xerogel. Cabe destacar que os resultados obtidos para
estocagem do aerogel (independente da forma de estocagem) apresentou tempos maiores do
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que os descritos na literatura para xerogéis (SOARES et al., 2006; YILMAZ; SEZGIN;
YILMAZ, 2011).

Este comportamento foi vinculado a estabilidade proporcionada pela maior porosidade
dos aerogéis, a qual atua protegendo a conformacao tridimensional da lipase imobilizada e o

local ativo de qualquer alteracdo estrutural que podem afetar a sua atividade catalitica
(KHARRAT et al., 2011).

3.3.4 Estabilidade operacional

A estabilidade operacional do aerogel imobilizado foi verificada em reacbes de
esterificacdo em regime de bateladas consecutivas com a reutilizacdo do imobilizado. Os

resultados obtidos para a estabilidade operacional podem ser visualizados na Figura 3.11.

Figura 3.11 - Estabilidade operacional da CALB imobilizada em silica aerogel nas diferentes

condigdes de secagem
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Todos os aerogeéis imobilizados apresentaram um comportamento semelhante, com um
declinio continuo da atividade residual entre os ciclos, apresentando entre 8 e 12 ciclos com
atividade residual superior a 50%. Esta tendéncia foi vinculada a lixiviagdo da enzima do
suporte, uma vez que a mesma, ao ser incorporada, permanece somente confinada na estrutura
do suporte (e ndo quimicamente ligada), favorecendo assim sua lixiviagao.

Em comparagéo ao numero de reuso obtido, resultados semelhantes foram encontrados
em trabalhos desenvolvidos por Maury et al. (2005) e Orcaire; Buisson; Pierre, (2006) que

observaram que a atividade catalitica da enzima decresce para aproximadamente 60% apds 11
reusos.
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3.3.5 Estabilidade térmica

Devido o comportamento semelhante dos trés aerogéis para estabilidade de estocagem
e reciclo, optou-se por realizar a estabilidade térmica na condicao de 80 bar e 40°C, que
demonstrou resultados melhores que os outros aerogéis imobilizados. A estabilidade das lipases
livre e imobilizada foi avaliada nas temperaturas de 40 °C a 80 °C, sendo o perfil grafico

apresentado na Figura 3.12.

Figura 3.12 - Estabilidade térmica a 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C e 80 °C da lipase CALB livre
(@) e imobilizada (b)
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Para ambas as lipases (livre e imobilizada) a menor perda de atividade em funcdo do
tempo, ou seja, melhor estabilidade térmica, foi observada para a menor temperatura empregada
neste estudo (40 °C). Também se observa que a estabilidade térmica varia inversamente com a
temperatura, com a temperatura de 80 °C apresentando, para ambas as lipases, em 45 min de
estocagem aproximadamente 20% de sua atividade residual, ou seja, o pior desempenho dentre
as temperaturas avaliadas.

A estabilidade térmica foi também avaliada através do calculo da constante de
desativagao térmica (kd) e do tempo de meia-vida (ti2) da lipase CALB livre e imobilizada em

aerogel (Tabela 3.6).

Tabela 3.6 - Constante desativacdo térmica (Kgq), 0s coeficientes de determinagéo (R?) e
tempos de meia vida (t12) da lipase CALB livre e imobilizada

CALB livre Imobilizada em aerogel
Temperatura (°C)  Kq (h) R? ti2 (h) Ka(h!) R? ti2 (h)
40 0,12 0,89 5,79 0,12 0,93 6,02
50 0,34 0,91 2,07 0,20 0,93 3,39
60 0,42 0,89 1,66 0,32 0,96 2,17
70 1,06 0,94 0,65 0,57 0,95 1,21
80 1,48 0,96 0,47 1,26 0,88 0,55

Com excecdo da temperatura de 40°C, todas as demais condigdes apresentaram para a
lipase imobilizada valores de Kd menores e tempos de meia vida (t12) maiores aos obtidos para
a enzima livre. Ambos resultados sugerem que a estabilidade térmica da enzima imobilizada é
maior do que a da enzima livre, sugerindo que o suporte em questdo atua protegendo a enzima
dos efeitos negativos da temperatura em relagdo a sua conformacéo ativa (YANG et al., 2010;
ZUBIOLO et al., 2014), possibilitando seu emprego em processos que requerem maiores

temperaturas.
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A imobilizagdo de enzimas em suportes solidos é uma importante ferramenta para
viabilizar a utilizagdo das enzimas, pois permite a sua reutilizagdo e pode reduzir
significativamente a inativacao por influéncia da temperatura e solventes organicos, o que pode
ser atrativo para o setor industrial, pois para que a aplicacdo de enzimas no setor industrial seja
viavel é necessario obter biocatalisadores ativos e estaveis termicamente (LOPEZ-GALLEGO
et al., 2005).

3.4 Consideragdes Parciais

O estudo do tempo, pressao e temperatura para a secagem da silica aerogel com a lipase
de Candida antarctica B imobilizada in situ € uma etapa importante e pouco estudada para a
imobilizacdo de enzima em aerogel. Em relacdo ao tempo, os resultados sdo promissores em
relacéo a literatura. A partir dos resultados obtidos, foi definido como melhor tempo de secagem
30 min. Foi verificado, também a tendéncia para méaximas atividades de esterificagdo,
confirmada pelo planejamento fatorial, em menores pressées e maiores temperaturas (condi¢des
de menor densidade do gas). A tendéncia observada para a atividade de esterificacdo é
inversamente proporcional a extracdo de massa, pois, durante a o0 processo de secagem, pode
estar sendo arrastada concomitantemente com o solvente.

A partir desses resultados, foram realizados testes para verificar a estabilidade de
estocagem, térmica e operacional. O processo de imobiliza¢do proporcionou um aumento da
estabilidade térmica, de estocagem e operacional em relacdo a enzima livre. A estabilidade de
estocagem por longos periodos é um dos principais fatores a ser considerado quando se utiliza
lipases imobilizadas, estes resultados demonstram que um fator importante é a forma como os
aerogéis sdo estocados, apresentando maior atividade residual quando armazenados sob
refrigeracdo. Por outro lado, independente da condicdo de armazenagem, 0S aerogéis
apresentaram maior tempo de estocagem quando comparado com a enzima livre.

Em relacdo & estabilidade operacional os resultados demonstraram a possivel
reutilizacdo dos aerogéis imobilizados (entre 8 e 12 ciclos), comprovando a eficiéncia do
método empregado para a imobilizacdo, sendo esta uma das principais vantagens sobre a
enzima livre. Para a estabilidade térmica, nas temperaturas acima de 50°C, as lipases
imobilizadas em aerogel apresentaram para a lipase imobilizada valores de Kd menores e
tempos de meia vida (ti2) maiores aos obtidos para a enzima livre 0 que demonstra a

estabilidade térmica da enzima imobilizada maior do que a da enzima livre, sugerindo que o



69
Capitulo 3 — Imobilizagéo de lipase em silica aerogel

suporte em questdo atua protegendo a enzima dos efeitos negativos da temperatura,
possibilitando seu emprego em processos que requerem maiores temperaturas.

A contribuicdo deste trabalho foi apresentar uma reducao no tempo e das condigdes de
secagem no processo de imobilizacdo em aerogel. Além do processo de imobilizacdo ser
realizado in situ no qual ndo necessita de etapas posteriores apds a secagem do aerogel. O
aerogel imobilizado obtido pode substituir processos quimicos convencionais em aplicacfes

industriais devido aos bons resultados apresentados para a estabilidade térmica e operacional.
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4 IMOBILIZACAO DA LIPASE CALB EM AEROGEL E XEROGEL
COM O USO DE PEG COMO ADITIVO

Neste capitulo sera apresentada uma breve fundamentacdo teorica sobre o
polietilenoglicol (PEG) utilizado como aditivo na imobilizacdo enzimatica, a metodologia e 0s
resultados obtidos para o uso de PEG como aditivo na imobilizagéo da lipase CALB em xerogel

e aerogel.
4.1 Fundamentacdo Teodrica

As diferentes possibilidades de aplicac@es de enzimas estdo aumentando continuamente,
especialmente durante as duas ultimas décadas (HOMAEI et al., 2013). No entanto, a
instabilidade enzimética pode causar problemas na sua aplicagdo e aumentar o custo dos
processos em que sdo utilizadas (STEPANKOVA et al., 2013; KHANAHMADI et al., 2015).
Desta forma, a imobilizacdo enzimatica em suportes sélidos ¢ um método para melhorar o
desempenho enzimatico, como estabilidade, atividade e seletividade durante processos
biotecnoldgicos (RODRIGUES et al., 2013).

Neste sentido, a imobilizacdo pode melhorar a rigidez estrutural da proteina e a
estabilizacdo da enzima, o que evita a inativacdo e torna a enzima mais estavel no meio
reacional. Também permite a reutilizacdo da enzima durante um periodo prolongado de tempo
e permite uma separacdo mais facil dos catalisadores e do produto (HERNANDEZ;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011; GUZIK, HUPERT; WOJCIESZYNSKA, 2014).

Entre os diferentes suportes utilizados para a imobilizacdo enzimética, encontram-se
aqueles que podem ser imobilizados in situ, com ou sem ligacdes, durante a fase de sintese de
suporte. Desta forma, o processo sol-gel (BRINKER; SCHERER, 1990) proporciona uma via
sintética compativel para imobilizacdo de células em matrizes de silica inorgéanica e que
apresentam boa estabilidade mecanica e quimica. Devido a isto, a técnica sol-gel foi explorada
e é frequentemente utilizada para a preparacao de uma matriz hibrida na qual a enzima é retida
dentro da matriz e forma uma reticulagdo tridimensional (SOARES et al., 2006; KIM et al.,
2006).

Contudo, a tecnica sol-gel apresenta algumas desvantagens resultantes do processo de
imobilizacdo (GUPTA; CHAUDHURY, 2007), como o acesso dificil do substrato ao local onde

encontra-se a enzima imobilizada, que pode ser atribuido a estrutura porosa, bem como a
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inativacao ou desnaturacédo da enzima durante o processo de imobilizagdo. Uma alternativa para
superar estas desvantagens € a utilizacdo de aditivos (SOARES et al., 2006; HARA et al., 2010;
SOUZA et al., 2014).

Jin e Brennan (2002) demonstraram que, para melhorar a atividade de enzimas
imobilizadas em silica os aditivos podem ser introduzidos no processo sol-gel com o objetivo
de proteger as enzimas dos efeitos desnaturantes formando uma protecédo entre a proteina e o
meio reacional.

A utilizacdo de macromoléculas, tais como o polietilenoglicol (PEG) no processo de
imobilizacdo enzimatica, proporciona uma melhor distribuicdo da enzima na superficie do
suporte, permitindo um melhor contato entre a interface dgua/6leo, favorecendo as condicGes
necessarias para a atividade enzimatica da lipase imobilizada (SOARES et al., 2006;
MOHIDEM; MAT, 2012).

Portanto, o objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar o efeito da utilizac&o do aditivo
PEG no processo de imobilizacdo da lipase comercial de Candida antarctica B (CALB) em

xerogel e aerogel obtidos pela técnica sol-gel.

4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Enzima e produtos quimicos

A lipase commercial Candida antarctica (CALB) foi obtida da Novozyme (Bagswaerd,
Denmark). Os produtos quimicos utilizados para a sintese de sol-gel foram tetraetilortosilicato
(TEOS Sigma-Aldrich) como precursor da silica, hidroxido de amdnio (Quimex), &cido
bromidrico (Vetec) como catalisador, polietileno glicol (PEG 1500) (Merck) como agente
estabilizante (aditivo) e dgua destilada. Para determinacdo da atividade de esterificacdo foram
utilizados etanol (Merck), acetona (Merck) e hidroxido de sodio (Synth). Os substratos

utilizados na reacdo de esterificagdo foram &cido oleico (Aldrich) e etanol (Merck).

4.2.2 Sintese da silica e imobilizacao da lipase CALB em xerogel e aerogel

A lipase de Candida antarctica (CALB) foi imobilizada em xerogel obtida pela técnica
de sol-gel com o uso do tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor da silica, seguindo
metodologia descrita na literatura (FICANHA et al., 2015). Inicialmente, 5 mL de TEOS foram

dissolvidos em 5 mL de etanol absoluto. Apds a dissolucdo, adicionou-se 1,6 mL de agua
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destilada e trés gotas do iniciador da reacdo de polimerizacdo &cido bromidrico (HBr).
Posteriormente, os sistemas reacionais foram submetidos a um agitador orbital (shaker) a 40
°C, 180 rpm, por um periodo de 90 min. Em seguida, fez-se a adi¢do de 1 mL da solugédo do
aditivo PEG e da solugdo enzimaética e, por Gltimo, foram adicionados 1,75 mL da solucéo
hidrolisante (solucéo etanolica de hidroxido de aménio 1,0 mol/L). Posteriormente, os sistemas
reacionais foram mantidos em condigdes estaticas, em temperatura entre 20 °C e 25 °C, por 24
h para completar a condensacéo quimica.

Para obtencdo do xerogel, ap0s as 24 h, o suporte foi colocado em dessecador a vacuo
(temperatura ambiente) por um periodo de 24 h para completar a secagem por evaporacdo. Apos
a secagem em condigdes brandas de temperatura e pressdo obteve-se a lipase imobilizada na
silica, denominada de xerogel imobilizado.

Para a obtencdo do aerogel, ap6s as 24 h, o suporte foi submetido nas condicdes de
pressdo de 80 bar, temperatura de 40 °C por um tempo de 30 min (condic¢des definidas nos
experimentos do capitulo anterior), para completar a secagem pela extracdo do solvente. Ap6s
a secagem em condicBes supercritica do CO., obteve-se a lipase imobilizada na silica,

denominada de aerogel imobilizado.

4.2.3 Determinacdes analiticas

As determinacdes analiticas utilizadas nesta etapa do trabalho sdo as descritas no

capitulo anterior, item 3.2.4.

4.2.4 Influéncia da massa de enzima e aditivo PEG na imobilizacdo da lipase CALB em

xerogel e aerogel

Testes preliminares foram realizados empregando diferentes concentracfes de enzima e
aditivo na etapa de imobilizacdo para avaliar suas influéncias na atividade de esterificacéo e do
rendimento da lipase CALB imobilizada. Os valores das variaveis tiveram como base estudos
realizados anteriormente (FICANHA et al., 2015).

Primeiramente, a concentragéo da enzima foi fixada em 0,10 g/mL e a concentragédo do
aditivo foi variada de 0,05 a 0,3 g/mL. Da mesma forma, foram realizados ensaios para avaliar
a influéncia da enzima: a concentracdo do aditivo foi fixada em 0,05 g/mL e as concentragdes
de enzima foram variadas (0,05-0,2 g/mL).
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A partir dos resultados obtidos nos testes preliminares, um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) 22 completo foi proposto para otimizar as variaveis estudadas e
obter maxima atividade de esterificacdo no xerogel e no aerogel imobilizado. Os valores das

variaveis utilizados no DCCR sdao apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Variaveis reais e codificadas testadas no Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) na imobilizacdo da lipase CALB em xerogel e aerogel

Variaveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
X1 0,0295 0,05 0,10 0,15 0,1705
X> 0,059 0,10 0,20 0,30 0,341

Xi1: enzima (g/mL); X2: aditivo (g/mL)

Os niveis 6timos de enzima e aditivo foram confirmados mediante experimentos em
triplicata, realizados nas condi¢bes Otimas descritas pelo modelo estatistico. Apds a
confirmacéo, realizou-se os testes de estabilidade operacional e de armazenagem dos xerogéis
e aerogeéis otimizados.

A andlise estatistica relacionada com a estimativa dos efeitos de cada uma das variaveis
foi realizada utilizando o erro puro e o desvio padréo relativo entre os dados experimentais e

previstos, os quais, foram realizadas considerando um nivel de confianga de 95 % (p < 0,05).

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Influéncia de massas de enzima e aditivo na atividade de esterificacéo

A Figura 4.1 apresenta a atividade de esterificacdo e rendimento obtidos nos testes
preliminares para as diferentes massas de enzima e aditivo testado na imobilizacdo da lipase
CALB em xerogel.

Para a variagdo da concentracdo de aditivo (concentracdo da enzima fixa em 0,10 g/mL)
(Figura 4.1 (a) observa-se um efeito positivo do aditivo, proporcionando um aumento da
atividade de esterificacdo de = 400 U/g (observado para 0,05 e 0,1 g/mL) para = 800 U/g,
observado para 0,20 e 0,30 g/mL. A mesma tendéncia é observada para a resposta rendimento,
0 que ja era esperado em virtude de a mesma considerar em seus calculos a atividade inicial
oferecida, a qual foi igual em todos os ensaios. Partindo-se da mesma atividade oferecida o

rendimento tende a variar proporcionalmente com a atividade de esterificacao.
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Figura 4.1 - Atividade de esterificacdo (colunas) e rendimento (linhas) obtidos nos testes
preliminares para a lipase CALB imobilizada em xerogel
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(a) concentracdo da enzima fixa em 0,10 g/mL; (b) concentragdo de aditivo fixa em 0,05 g/mL

Para a variacdo da concentracdo de enzima, quando a concentragdo do aditivo foi fixada
(0,05 g/mL) (Figura 4.1 (b) o comportamento muda, apresentando um aumento da atividade de
esterificagdo quando a concentragdo da enzima passa de 0,05 (= 350 U/g) para 0,10 g/mL (=
450 U/g), seguido de uma diminuigdo continua da AE até a concentracdo de 0,20 g/mL (= 375
U/g).

Em relagcdo ao rendimento observa-se um efeito negativo da concentragdo de enzima,
apresentando um declinio de = 200% entre 0,05 e 0,15 g/mL. Esta tendéncia indica que o
aumento da atividade do imobilizado ndo foi proporcional ao aumento da atividade inicial
oferecida, vinculada a massa de enzima empregada nos ensaios.

Este comportamento pode estar relacionado a formacao de aglomerados enzimaticos, na
qual é favorecida pelo aumento da concentragdo de enzimas, dificultando o acesso do substrato
aos sitios ativos da enzima, principalmente as que se encontram no interior dos referidos
aglomerados, interferindo assim na atividade de esterificacdo da enzima e, consequentemente,
no rendimento de imobilizacéo.

Em relagéo ao efeito negativo da concentragdo da enzima, os resultados estéo coerentes
com alguns estudos reportados na literatura que indicam que quanto mais concentrada a solugéo
de enzima utilizada na imobiliza¢do, mais heterogénea apresenta-se a distribuigdo interna da
enzima imobilizada. A enzima tende a se acumular nas camadas mais superficiais da particula
do suporte, o que interfere na quantidade de enzima imobilizada e na medida da atividade
enzimatica do derivado (RODRIGUES et al., 2008).

Cabe destacar que os valores de rendimento de imobilizacdo obtidos neste estudo (=

300%), na sua maior parte, sdo superiores aos encontrados na literatura para suportes
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semelhantes obtidos por meio da técnica sol-gel (BAYRAMOGLU; YILMAZ; ARICA, 2004;
SOARES et al., 2006; SOUZA et al., 2014).

O efeito positivo observado para a utilizacdo do aditivo de PEG no processo de
imobilizacéo é semelhante ao reportado pela literatura e, foi vinculado a melhor distribuicdo da
enzima sobre a superficie de suporte, e, ao fato do PEG afetar o nivel de umidade,
proporcionado pela modificagdo da hidrofobicidade do microambiente, favorecendo o contato
da enzima imobilizada com o meio reacional, por conseguinte, as condi¢fes de reacao
(MOHIDEM; MAT, 2012).

Além disso, a utilizagdo do aditivo também pode influenciar a morfologia dos poros do
gel, facilitando desse modo, a transferéncia de massa interna e proporcionando uma maior
acessibilidade do substrato (YI; NEUFELD; KERMASHA, 2007). Tal consideracéo corrobora
com os resultados obtidos neste estudo.

Para confirmar a tendéncia dos resultados preliminares, um DCCR 22 completo foi
realizado visando otimizar o processo de imobilizacdo e obter méxima atividade de
esterificacdo. O DCCR foi realizado para a lipase imobilizada em xerogel e aerogel.

A Tabela 4.2 e 4.3 apresentam a matriz experimental e o resultado obtidos para a AE

para as diferentes variaveis e niveis estudados no DCCR.

Tabela 4.2 - Matriz experimental do DCCR para a atividade de esterificacdo (AE) da lipase
imobilizada em xerogel nas diferentes concentracfes de enzima e aditivo

_ Enzima Aditivo Massa final AEpredita DR
Experimentos AE (Ulg)to

(9/mL) (9/mL) xerogel (g) (Ug) (%)
1 -1 (0,05) -1 (0,10) 6,48 463,40 +£17,84 41148 11,20
2 +1(0,15) -1 (0,10) 7,00 424,76 £ 12,14 365,74 13,90
3 -1 (0,05) +1 (0,30) 7,58 338,05+13,62 33999 -0,57
4 +1 (0,15) +1 (0,30) 7,88 70,09 + 11,68 64,93 7,37
5 -1,41 (0,029) 0 (0,20) 7,13 319,58+ 7,01 34325 -741
6 +1,41 (0,17) 0 (0,20) 8,16 83,33+1190 117,08 -40,50
7 0(0,10) -1,41 (0,059) 6,94 428,13 +£6,62 49504 -15,63
8 0(0,10)  +1,41(0,341) 8,88 242,06 £ 18,18 23258 3,92
9 0 (0,10) 0 (0,20) 7,83 538,52+ 18,01 540,07 -0,29
10 0 (0,10) 0 (0,20) 7,90 533,49+ 17,84 540,07 -1,23
11 0 (0,10) 0 (0,20) 1,77 548,88 + 18,36 540,07 1,61
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Tabela 4.3- Matriz experimental do DCCR para a atividade de esterificacdo (AE) da lipase
imobilizada em aerogel nas diferentes concentracdes de enzima e aditivo

_ Enzima Aditivo Massa final AEpregita DR
Experimentos AE (U/g)to

(9/mL) (9/mL) aerogel (g) (Ulg) (%)
1 -1 (0,05) -1 (0,10) 3,60 35,82 + 16,97 21,36 40,35
2 +1 (0,15) -1 (0,10) 4,33 202,96 +591 171,24 1563
3 -1 (0,05) +1 (0,30) 3,68 89,74 £ 5,49 93,71 -4,42
4 +1 (0,15) +1 (0,30) 4,70 161,74+ 2367 14844 8722
5 -1,41 (0,029) 0 (0,20) 4,64 63,30 £ 18,13 65,02 -2,71
6 +1,41 (0,17) 0 (0,20) 4,88 183,07 £ 15,80 209,27 -14,31
7 0 (0,10) -1,41 (0,059) 4,02 37,40 £5,79 64,42  -72,24
8 0 (0,10) +1,41 (0,341) 4,90 98,46 £ 9,79 99,35 -0,91
9 0 (0,10) 0 (0,20) 3,97 249,27 +33,76 247,40 0,75
10 0 (0,10) 0 (0,20) 4,01 249,76 £ 6,65 247,40 0,94
11 0 (0,10) 0 (0,20) 4,03 24351 +2493 24740 -1,60

AE: Atividade de Esterificacdo; AEprdita: Atividade de Esterificacdo Predita pelo Modelo; DR: Desvio
relativo AE experimental — AE previsto %100

AE experimental

As Tabelas 4.2 e 4.3 mostram que, tanto para o xerogel, quanto para o aerogel, as
maiores atividades de esterificacdo foram obtidas no ponto central, utilizando uma
concentracdo de 0,10 g/mL de enzima e 0,20 g/mL de aditivo, indicando que o sistema se
encontra otimizado.

Ao comparar os resultados do ponto central observa-se uma reducgédo de = 50% no valor
de AE para o aerogel, com 247,5 + 3,5 U/g, em relacéo ao xerogel, com 540,3 + 7,8 U/g. Esta
tendéncia foi vinculada a remocéo do PEG, juntamente com os solventes, na etapa de secagem
em meio pressurizado com CO., onde o PEG apresenta uma elevada solubilidade devido as
interacOes especificas entre 0 CO2 e os grupos funcionais do polimero, que favorecem a
solubilidade (WEIDNER et al., 1997; WEISMET et al., 2000). Além disso, o etanol € um bom
solvente de PEG a 40°C (YANG; SONG; HE, 2012), esta melhora na solubilidade do PEG
pode auxiliar na lixiviacdo da enzima, contribuindo assim para a diminui¢do da atividade.
Corrobora com ambas as hip6teses a menor massa de imobilizado apresentada pelos aerogéis
em relacdo aos seus xerogeis correspondentes, como podem ser observados na Tabela 4.2 e 4.3.

O modelo foi validado pela analise de variancia (ANOVA) (APENDICE C),

apresentando um bom desempenho do F-teste, na qual os valores de Fcaiculados 21,93 € 24,25 séo
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superiores ao Fpelado 5,05, para o xerogel e aerogel respectivamente, tornando valido o modelo
com confiabilidade de 95%.

As variaveis foram significativas (APENDICE D) com um R? de 0,95 e 0,96 para o
xerogel e aerogel, respectivamente. 1sso sugere uma representacdo satisfatéria do processo de
imobilizacdo, sendo possivel, desta forma, a construgdo da superficie de resposta e curva de
contorno (Figura 4.2).

Os resultados das Tabela 4.2 e 4.3 foram analisados estatisticamente, obtendo-se um
modelo empirico como uma fungéo da enzima e concentracdo de aditivo para imobilizacdo da
lipase em xerogéis e aerogéis (Eq. 4.1 e 4.2).

AE (U/9)xeroger = 540,07 — 80,20X; — 155,88X% — 93,07X, — 88,66X3 — 57,33 X, X,
(4.1)
AE (U/9) aeroger = 247,40 + 51,15X; — 55,46X7 + 12,39X, — 83,25X3 — 23,79 X, X,

(4.2)
Onde: AExerogel € AEaerogel S30 as atividades de esterificacdo (U/g) de lipase imobilizada; X;: enzima e X: aditivo.

As Equacdes 4.1 e 4.2 sdo preditivas da atividade de esterificacdo (xerogéis e aerogéis,
respectivamente) para os fatores estudados. E composto de uma funcéo de segunda ordem da
concentracdo de enzima (Xz1) e concentracdo de aditivo (X2).

Figura 4.2 - Curvas de contorno da influéncia da concentracdo de enzima e aditivo na
imobilizacdo de lipase imobilizada em xerogel e aerogel

0,341 0,341

03

03

02 0,2

Aditivo (g/mL)
Aditivo (g/mL)

=500

01 0,1

— W s
cooo o
[SE=3=R=F-1

0,059 0,059

o

<-100

AAA A A A A A
)
S
5]

<300
0,029 05 0,1 0,15 0,171 0,029 05 01 0,15 0,171

Enzima (g/mL) Enzima (g/mL)
(@ (b)
(a) curva de contorno para a atividade de esterificacdo em relagdo a concentracéo de enzima e aditivo PEG (g/mL)

do xerogel; (b) curva de contorno para a atividade de esterificagdo em relagdo a concentracdo de enzima e aditivo
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A concentracdo de enzima e aditivos 6timos foram calculados igualando a primeira
derivada da atividade de esterificagdo em funcdo da enzima e do aditivo igual a zero em ambos
0s modelos matematicos.

As atividades maximas de esterificacdo das lipases imobilizadas em xerogel foram
obtidas nos niveis -0,17 e -0,47 para enzima e aditivo, respectivamente, correspondendo a 0,09
g/ml da concentragdo enzima e 0,15 g/mL da concentracdo de aditivo.

Para a lipase CALB imobilizadas em aerogel, as atividades maximas de esterificacdo
foram obtidas nos niveis +0,46 e +0,008 para enzima e aditivo, respectivamente,

correspondendo a concentracgdo de enzima 0,12 g/mL e aditivo de 0,20 g/mL.

4.3.2 Validacdo do modelo experimental

As validagdes foram realizadas em triplicata nas condi¢des 6timas, como descrito pelo
modelo estatistico, para confirmar os niveis da concentracdo de enzima e do aditivo para a
obtencdo de uma atividade maxima de esterificacéo.

Pode ser observado na Tabela 4.3 que os valores obtidos no modelo de segunda ordem
prevéem o comportamento da atividade de esterificacdo para a lipase imobilizada em ambos 0s
suportes (xerogel e aerogel).

Tabela 4.4 - Validacdo das varidveis otimizadas descrito pelo modelo matematico.
Suporte  Enzima(g) Aditivo(g) AE(U/g)tc  AEprdito(U/g) DR (%) R (%)

Xerogel 0,099 0,159 543,65 + 18,18 568,78 -4,62 585
Aerogel 0,12 ¢ 0,209 265,63 + 11,72 259,20 2,42 140

AE: Atividade de Esterificacdo; AEP: Atividade de Esterificagho Previsto; DR: Desvio
relativo 2Zexperimental - AF previsto 4 0. R: Rendimento de imobilizagio

AE experimental

De acordo com a Tabela 4.4, o desvio relativo (DR%) para a imobilizacdo em xerogel
foi -4,62% e para o aerogel foi de 2,42%. Além disso, observa-se rendimentos acima de 100%,
com o xerogel apresentando maior rendimento de imobilizagédo (585%).

Os resultados demonstram que o modelo obtido é adequado para explicar o processo de
imobilizacdo e pode prever os valores de atividade de esterificagdo, mesmo quando
manipulados os dados das variaveis estudadas. Além disso, ambos suportes apresentaram bons

rendimentos de imobilizag&o, sendo que o maior rendimento foi obtido para o xerogel.
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4.3.3 Estabilidade de estocagem

Conforme os resultados apresentados no capitulo anterior, realizou-se a estabilidade de
estocagem somente sob refrigeracdo. A Figura 4.3 apresenta a atividade residual para os

Xerogeéis e aerogéis armazenados por um periodo de 300 dias.

Figura 4.3 - Atividade residual na estabilidade de estocagem em refrigeracdo (3°C a 5°C) da
CALB imobilizada em silica xerogel e aerogel
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Para a estabilidade de estocagem em refrigeracdo, os dois suportes, além de
apresentarem comportamento semelhante, apresentam maior tempo de estocagem quando
comparado com a enzima livre (105 dias). Apds 300 dias de estocagem ambos os imobilizados
(xerogel e aerogel) sintetizados empregando o PEG como aditivo apresenteram uma AR

superior a 50 %.

4.3.4 Estabilidade operacional

A estabilidade operacional dos xerogéis e aerogéis imobilizado utilizando PEG como
aditivo foi verificada em reacgdes de esterificagdo em regime de bateladas consecutivas com a
reutilizacdo do imobilizado. Os resultados obtidos para a estabilidade operacional podem ser

visualizados na Figura 4.4.
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Figura 4.4 - Estabilidade operacional da CALB imobilizada em silica xerogel e aerogel com o
uso de PEG como aditivo
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Observa-se uma reducdo da AR em fungdo do ndmero de reusos para ambos 0S
imobilizados. Ao comparar o0 xerogel com o aerogel observa-se a possibilidade de utilizar por
mais ciclos o xerogel, o qual apresentou no 10° ciclo uma AR de 65%, ou seja, 4 ciclos a mais
que o o aerogel, o qual apresentou uma AR de 51% em 6 ciclos. Ao comparar o aerogel com
PEG e sem controle (sem o aditivo) (Figura 3.11) observa-se também uma reducao de 50% do
namero de reciclos em relacdo ao sem aditivo.

Esse comportamento pode estar relacionado a forma de secagem na qual 0s suportes
foram submetidos. No aerogel uma parte do aditivo PEG pode ter sido removido juntamente
com os solventes no momento da secagem e isso facilita a lixiviagdo da enzima do suporte no
momento do uso da mesma em processo continuo como o de reciclo. No caso do xerogel, a
maior concentracdo presente de PEG no imobilizado pode estar dificultando a lixiviacdo da
enzima.

Os resultados obtidos para as estabilidades, tanto para de estocagem quanto para
operacional, sdo semelhantes aos encontrados na literatura para imobilizados em suportes
obtidos via sol-gel (YILMAZ; SEZGIN, YILMAZ, 2011; SOUZA et al., 2012; FICANHA et
al., 2015).
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4.3.4.1 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi avaliada por meio do célculo da constante de desativagao

térmica (kd) e do tempo de meia-vida (t12) da lipase CALB imobilizada em aerogel e xerogel

com e sem a presenga do aditivo PEG (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 - Constante desativacdo térmica (Kgq), 0s coeficientes de determinagéo (R?) e
tempos de meia vida (t12) da lipase CALB imobilizada em xerogel e aerogel com e sem a

presenca de aditivo PEG

Aerogel puro

Aerogel imobilizado e com PEG

Temperatura (°C)  Ka (h) R? ti2 (h) Ka (b R? ti2 (h)
40 0,12 0,93 6,02 0,07 0,95 9,77
50 0,20 0,93 3,39 0,09 0,92 7,49
60 0,32 0,96 2,17 0,22 0,93 3,19
70 0,57 0,95 1,21 0,46 0,85 1,49
80 1,26 0,88 0,55 1,23 0,97 0,56

Xerogel puro Xerogel imobilizado e com PEG

Temperatura (°C)  Kq(h!)  R? ti2 (h) Kq (h) R? ti2 (h)
40 0,10 0,96 6,73 0,07 0,90 9,93
50 0,16 0,92 4,37 0,07 0,92 9,78
60 0,22 0,92 3,22 0,09 0,86 7,78
70 0,54 0,98 1,27 0,42 0,92 1,65
80 1,26 0,98 0,55 0,78 0,94 0,89

Com excecdo da temperatura de 40°C, todas as demais condi¢cdes apresentaram para a

lipase imobilizada valores de Kd menores e tempos de meia vida (t12) maiores aos obtidos para

a enzima livre (Tabela 3.5). Os resultados indicam que a estabilidade térmica da enzima

imobilizada é maior do que a da enzima livre, sugerindo que o suporte em questdo atua

protegendo a enzima dos efeitos negativos da temperatura em relagdo a sua conformacéo ativa
(YANG et al., 2010; ZUBIOLO et al., 2014).

Em relacdo ao uso do aditivo PEG no processo de imobilizacdo, observa-se, tanto para

0 xerogel, quanto para aerogel, que sua presenca aumenta o tempo de meia vida e reduz o valor

da Kd, indicando um efeito positivo do PEG sobre a estabilidade térmica da enzima. O xerogel

apresentou o maior aumento do tempo de meia vida de 142% na temperatura de 60°C, e o

aerogel teve o maior aumento (120%) na temperatura de 50°C.
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Dentre os suportes, o xerogel demonstrou um melhor desempenho na estabilidade
térmica em todas as temperaturas. Esses resultados podem estar vinculados a presencga de maior
quantidade de agua na matriz do xerogel do que do aerogel. Os resultados obtidos para esses
suportes com a presenca do aditivo possibilitam seu emprego em processos que requerem

maiores temperaturas.

4.4 Consideracdes Parciais

No processo de imobilizacdo da lipase CALB em aerogel e xerogel o aditivo PEG
mostrou melhor desempenho na AE e estabilidades como aditivo quando utilizado no xerogel,
ou seja, quando o processo de obtencdo do suporte utiliza a extracdo do solvente somente por
evaporacdo. Quando utilizado como aditivo no aerogel ocorreu a reducdo da AE, devido a
interacdo do PEG com o CO2 no processo de secagem, fazendo com que uma parte do PEG e
da enzima fosse eliminado juntamente com os solventes durante a extrag&o.

Em comparacéo ao controle (sem o aditivo PEG) o aerogel mostrou reducdo da atividade
de esterificacdo, e da estabilidade operacional, que é uma etapa importante quando estuda a
imobilizacdo enzimética. Para a estabilidade de armazenagem e térmica, o aerogel com PEG
demonstrou superior ao controle, porém, quando comparado ao xerogel, em todos os testes 0s
xerogéis mostraram melhor desempenho.

Desta forma, o PEG atua como um bom aditivo no processo de imobilizacdo, porém,

antes de sua utilizacdo deve ser verificado o processo para obtencéo do suporte.
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5 IMOBILIZACAO DA LIPASE CALB EM AEROGEL E XEROGEL
UTILIZANDO LIQUIDOS IONICOS COMO ADITIVO

Neste capitulo serd apresentada uma breve fundamentagdo teorica sobre os liquidos
idnicos (LIs), suas propriedades e aplicacOes, dentre elas como aditivo na imobilizacéo
enzimatica. Serdo apresentadas a metodologia e os resultados obtidos para o uso de diferentes

LIs como aditivo na imobilizacao da lipase CALB em xerogel e aerogel.
5.1 Fundamentacao Tedrica

As lipases estdo entre as enzimas mais utilizadas para aplicacfes biotecnoldgicas, pois
desempenham um papel importante nas transformacfes de varios grupos de lipidios
(MESSAOUDI et al., 2011). Melhorar a estabilidade e aumentar a atividade catalitica de uma
enzima durante um processo catalitico sdo os principais objetivos que podem expandir o
possivel uso de lipases em aplica¢des industriais praticas (ZDARTA; JESIONOWSKI, 2016).

Entre varias técnicas que melhoram as propriedades das lipases, a imobilizacdo é a que
vem apresentando os melhores resultados (JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014).
A imobilizacdo enzimética envolve a incorporacdo de um biocatalisador a um suporte,
produzindo um catalisador em forma heterogénea (ESMAEILNEJAD et al., 2015) que pode ser
mais facilmente separado do meio reacional (ZHANG et al., 2012; AN et al., 2014).

Entre as muitas vantagens da imobilizacdo, podem se destacar ainda o aumento da
atividade enzimatica e a resisténcia das enzimas com aumento da estabilidade de
armazenamento, térmica, quimica e operacional, (GARCIA-GALAN et al., 2011; ZDARTA;
JESIONOWSKI, 2016) visto que, as aplicacdes de enzimas séo frequentemente prejudicadas
por uma falta de funcionamento operacional a longo prazo. Além da eficiéncia, as enzimas
imobilizadas para aplicacdes industriais também devem ser produzidas a custos acessiveis
(CANTONE et al., 2013).

As enzimas imobilizadas podem ser obtidas empregando diferentes métodos, tais como
adsorcéo, ligagdo covalente, aprisionamento ou encapsulamento (SHELDON; VAN PELT,
2013; MIN; YOO, 2014; VAGHARI et al., 2016). Além disso, os métodos de imobilizacéo
eficazes sdo o resultado da combinacgéo de fatores como a escolha da enzima, do processo e do
suporte para imobilizacdo (CANTONE et al., 2013).
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O uso de suportes pré-existentes para imobilizar enzimas ¢ talvez a estratégia mais
difundida de imobilizacao, em alguns casos usando métodos de adsorcéo fisica, em outros casos
de ligagdo covalente (KRAJEWSKA, 2004; WANG; CARUSO, 2005; SHELDON, 2007).

Em relacdo aos suportes, existem varios tipos que podem ser utilizados no processo de
imobilizacdo. Estes sdo divididos em dois grupos principais: suportes organicos e inorganicos
(ZDARTA; JESIONOWSKI, 2016). Dentre os suportes inorganicos, os Oxidos metalicos,
silicas e minerais, sdo facilmente disponiveis e oferecem alta estabilidade e resisténcia aos
efeitos adversos do meio reacional na qual a enzima imobilizada é empregada (EBADI, et al.
2015; FICANHA et al., 2015).

Entre as estratégias de imobilizacdo, a possibilidade de imobilizar as enzimas in situ
mediante sua incorporacdo durante a sintese do suporte, evitando etapas adicionais, esta se
tornando cada vez mais popular (CAO, 2005; FICANHA et al., 2015).

Os fendmenos fisico-quimicos que ocorrem no processo de imobilizacdo podem afetar
a eficiéncia da enzima imobilizada em cada sistema de reacdo ou método especifico
(CANTONE et al., 2013). As enzimas podem ser desnaturadas e perderem a sua atividade
simplesmente quando solubilizadas no meio de imobilizacdo e durante o processo de
imobilizacdo. Em muitos casos, a forca ionica e o pH podem promover a desnaturacdo durante
a exposicdo prolongada a tais condigdes (GARCIA-GALAN et al., 2011). Portanto, solugdes
devem ser desenvolvidas para cada processo especifico, dentre eles o uso de aditivos se destaca.

Dentre os aditivos destaca-se os liquidos idnicos (LIs) pois possuem propriedades e
caracteristicas compativeis com as da enzima (RIOS; RANTWIJK; SHELDON, 2012;
WEINGARTNER; CABRELE; HERRMANN, 2012) tais como, a baixa pressao de vapor e boa
estabilidade dentro de um amplo intervalo de temperatura, além disso sdo considerados uma
boa alternativa como solventes, com potencial de aplica¢fes a nivel industrial, dentre elas, as
gue envolvem a biocatalise (ALVAREZ et al. 2011; ASLANOV, 2011).

Neste sentido, o objetivo desta etapa do trabalho foi imobilizar a lipase CALB em
xerogel e aerogel obtidos pela técnica sol-gel utilizando diferentes liquidos i6nicos como

aditivos.
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5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Sintese de liquidos idnicos

Os liquidos i6nicos que foram empregados como aditivos na imobilizacdo foram

sintetizados conforme descritos a seguir. (Mignoni, 2012).

5.2.1.1 Sintese do cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio (Ca)

O cloreto de 1-butil-3-metilimidazolio, [CsMI]CI, foi sintetizado utilizando o 1-
metilimidazol (135 mL, 139 g, 1,69 mol) e 1-clorobutano (260 mL, 228,8 g, 2,47 mol), como
representado na Figura 5.1.

Figura 5.1 - Sintese do cloreto del-butil-3-metilimidazélio

N CH,CN ~pNTD
N” N + /\\/\C| ;:- N ® N\/\\/
\:/ 8000 e —

cr
Fonte: Mignoni (2012).

Em uma reagdo tipica os reagentes foram adicionados em um baléo de 1 L, dissolvidos
em acetonitrila (100 mL), munido de condensador de refluxo. A reacédo ficou sob aquecimento
(80 °C) e refluxo durante 48 h. Apds, foi realizada a etapa de precipitacdo do liquido i6nico
adicionando-se 300 mL de acetato de etila sob a solucéo de [C4sMI]CI, sob agitacdo magnética.
Levou-se o0 baldo para congelador durante 12 horas, posteriormente, o sobrenadante foi retirado.
A secagem do sélido foi realizada sob presséo reduzida por 48 horas, para garantir a retirada

dos solventes (acetato de etila e acetonitrila).
5.2.1.2 Sintese do brometo de 1-octil-3-metilimidazolio (Cs)
O brometo de 1-octil-3-metilimidazo6lio, [CsMI]Br, foi sintetizado utilizando

1metilimidazol (8,5 mL, 8,76 g, 100 mmol) e 1-bromo-octano (16,9 mL, 14,87 g, 100 mmol)
como representado na Figura 5.2.
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Figura 5.2 - Sintese do brometo de 1-octil-3-metilimidazolio
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Br-
Fonte: Mignoni (2012).

Os reagentes foram adicionados em um bal&o e dissolvidos em acetonitrila (10 mL). A
reacao ficou sob agitacdo magnética e aquecimento de 120 °C durante 48h. Apds, a solucéo foi
resfriada até temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Levou-se o bal&o para congelador
durante 12 horas, posteriormente, o sobrenadante foi retirado e o liquido viscoso obtido e seco

sob presséo reduzida.
5.2.1.3 Sintese do cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazolio (C1s)

O cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazolio, [C1sMI]CI, foi sintetizado utilizando o 1-
metilimidazol (8,5 mL, 8,76 g, 106 mmol) e o 1-clorohexadecano (32 mL, 27,5 g, 106 mmol)

como representado na Figura 5.3.

Figura 5.3 - Sintese do liquido idnico cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazolio
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cr
Fonte: Mignoni (2012).

Em um baldo de 50 mL foram adicionados o 1-metilimidazol e o 1-clorohexadecano. A
reacdo ficou sob agitacdo magnética e sob aquecimento de 120 °C, durante 48h. Ap6s o término
da reacdo, o baldo foi resfriado até a temperatura ambiente, e entdo foram adicionados 30 mL
de acetato de etila sob agitacdo magnética durante 5 min. Decorrido este tempo o baldo foi

levado ao congelador para a precipitacdo do [C1sMI]CI.

5.2.2 Sintese da silica e imobilizacdo da lipase CALB em xerogel e aerogel com o uso de

diferentes LIs como aditivos

A lipase de Candida antarctica (CALB) foi imobilizada em xerogel obtida pela técnica
de sol-gel com o uso do tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor da silica, seguindo
metodologia descrita na literatura (FICANHA et al., 2015). Inicialmente, 5 mL de TEOS foram
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dissolvidos em 5 mL de etanol absoluto. Apds a dissolucdo, adicionou-se 1,6 mL de agua
destilada e trés gotas do iniciador da reacdo de polimerizacdo acido bromidrico (HBr),
juntamente com esses reagentes foram adicionados o LIs (quantidades descritas nos testes
preliminares e planejamentos). Posteriormente, os sistemas reacionais foram submetidos a uma
etapa de agitacdo, em agitador orbital (shaker) a 40 °C, 180 rpm, por um periodo de 90 min.
Em seguida, fez-se a adi¢do de 1 mL da solucdo enzimatica e 1,75 mL da solucdo hidrolisante
(solucéo etandlica de hidroxido de aménio 1,0 mol/L). Posteriormente, 0s sistemas reacionais
foram mantidos em condicOes estaticas, em temperatura entre 20°C e 25 °C, por 24 h para
completar a condensacéo quimica.

Para obtencdo do xerogel, apds as 24 h, o suporte foi colocado em dessecador a vacuo
(temperatura ambiente) por um novo periodo de 24 h para completar a secagem por evaporacao.
Apds a secagem em condicdes brandas de temperatura e pressao obteve-se a lipase imobilizada
na silica, denominada de xerogel imobilizado.

Para o aerogel, apds as 24h, o suporte foi seco a 80 bar, 40°C por um tempo de 30 min
(condicdes definidas nos experimentos do capitulo anterior), para completar a secagem pela
extracdo do solvente. Apos a secagem em condi¢Oes supercritica do CO., obteve-se a lipase

imobilizada na silica, denominada de aerogel imobilizado.

5.2.3 Influéncia da massa de enzima e aditivo (LIs) na imobilizacdo da lipase CALB em

xerogel e aerogel

Para avaliar a influéncia da concentracdo de enzima e aditivo LIs na atividade de
esterificacdo e do rendimento da lipase CALB imobilizada, testes preliminares foram realizados
com diferentes aditivos e concentra¢es dos mesmos na etapa de imobilizacdo. A concentracédo
de enzima foi fixada em 0,1 g/mL e as concentracOes de aditivo testadas na obtencao do xerogel
imobilizado (0,5, 1 e 2%) foram baseados em estudo realizado por Souza et al. (2013), na qual
demonstraram que a melhor concentracdo de LIs é 1% em relacdo a massa de reagentes.

A partir dos resultados obtidos nos testes preliminares, um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) 22 completo foi proposto para otimizar as variaveis estudadas e
obter méaxima atividade de esterificacdo no xerogel. Os valores das variaveis utilizados no

DCCR sdo apresentados na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1 - Variaveis reais e codificadas testadas no Delineamento composto Central
Rotacional (DCCR) na imobilizacdo da lipase CALB em xerogel

Liquido I6nico Variaveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
Cs X1 0,06 0,10 0,20 0,30 0,34

X2 0,30 0,50 1,00 1,50 1,70

Cs X1 0,06 0,10 0,20 0,30 0,34

X2 0,79 1,00 1,50 2,00 2,20

Cis X1 0,06 0,10 0,20 0,30 0,34

X2 0,79 1,00 1,50 2,00 2,20

Xi: enzima (g/mL); Xa: aditivo LIs (%)

Para a confirmacdo dos niveis 6timos de enzima e aditivo, experimentos em triplicata
foram realizados nas condi¢des 6timas descritas pelo modelo estatistico. Apds a confirmacéo,
realizou-se os testes de estabilidade operacional e de armazenagem dos Xerogéis e aerogeéis

otimizados.

5.2.4 Caracterizacdo morfologica da silica aerogel

Os materiais obtidos foram caracterizados por analise textural de adsorcdo/dessorcao de

N> e analise termogravimétrica (ATG)

5.2.4.1 Anélise textural

As areas superficiais especificas dos aerogéis sintetizados com e sem enzima foram
determinadas com o uso do método BET (BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938). O
volume e o didmetro médio dos poros foram calculados pelo método de BJH. Para a analise da
area superficial, previamente as amostras foram submetidas a um tratamento térmico a 60 °C
com pressdo reduzida, por 12 h. A analise foi realizada em temperatura constante de -196 °C
(77 K).

5.2.4.2 Anélise Termogravimétrica (ATG)
As analises termogravimétricas foram realizadas nas amostras do aerogel com e sem

enzima imobilizada. As curvas de ATG foram obtidas pelo equipamento DTG-60H simultaneo
com o DTA-TG Shimadzu e analisados no software Thermogravimetric Analyser, tomando por
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base a perda da massa em fungcdo da temperatura. Foram utilizadas como condicOes
operacionais a razdo de aquecimento de 20°C/min, na faixa de temperatura ambiente a 600 °C

e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Analise textural

Os resultados das andlises texturais de adsorcdo/dessorcao de N2 realizadas nos xerogéis
e aerogéis imobilizados na presenca de diferentes liquidos idnicos sdo apresentados na Figura
5.4.

Figura 5.4 - Isoterma de adsorcao-dessorcéao da silica aerogel e xerogel com enzima e LIs
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Os aerogéis, independente da condicdo de secagem, apresentaram isoterma do tipo 1V,
que sdo tipicamente exibidas por materiais mesoporosos (GREGG; SING, 1982; DAS, 2011),
como a silica e com histerese do tipo H2, a qual, de acordo com a classificacdo IUPAC,
corresponde a uma distribuicdo de tamanhos e formas de poros definida, com poros em forma
de “tinteiro”, com gargalo estreito e corpo largo. Resultados semelhantes para esse tipo de
material sdo encontrados na literatura (SOUZA et al., 2012; BARAO et al., 2014; BARBOSA
etal., 2016).

As distribuicdes de tamanho de poro, area superficial e volume de poros dos xerogeis e

aerogeis, determinadas pelo método BJH sdo apresentadas na Tabela 5.2.

Tabela 5.2 - Caracteristicas morfoldgicas dos aerogeis

Area superficial Volume de poro Tamanho de poro

Amostra (m2/g) (cm3/g) (A)
Aerogel com enzima sem aditivo (LIs) 297,41 1,01 135,35
Aerogel C4 182,92 0,67 161,41
Aerogel Cg 284,76 0,84 129,55
Aerogel Ci6 81,56 0,24 132,69
Xerogel com enzima sem aditivo (LIs) 284,10 1,06 65,20
Xerogel C4 164,38 0,41 108,32
Xerogel Cg 207,25 0,63 130,05
Xerogel Ci6 152,24 0,48 140,36

Observa-se para todas as amostras uma reducdo na area superficial e no volume de poro
dos imobilizados gerados com LIs em comparacdo a amostra imobilizada sem o uso do aditivo
liquido ibnico. Esta tendéncia foi vinculada a presenca dos LlIs, os quais atuam obstruindo os
poros do suporte, diminuindo assim a area superficial.

Souza et al. (2012), utilizando liquidos i6nicos como aditivos, obtiveram silicas com
area superficial de 278 m#/g. Com o aumento a concentragdo de aditivo nas amostras
imobilizadas ocorreu uma modificacdo da estrutura porosa e os valores da area especifica e
volume de poros diminuiram. Esta modificacdo estrutural causada pela adicdo de aditivos
também foi relatada por Zhou (2005) que a relacionou com a formag&o de pontes de hidrogénio
entre o0 anions dos aditivos e os grupos silanol de silica.

Em relacdo ao tamanho de poros, observa-se que ocorreu um aumento para todos os

xerogéis com o uso de liquidos i6nicos e somente no aerogel imobilizado com o LIs Cs. Souza



96
Capitulo 5 — Imobilizacéo da lipase CALB em aerogel e xerogel com o uso de liquidos i6nicos como aditivo.

et al. (2012), relataram que a adi¢do de Aliquat 336 (um sal quaternario) como aditivo durante
o0 processo de imobilizacdo pela técnica de sol-gel da lipase de Bacillus sp modificou a estrutura
porosa dos derivados imobilizados, proporcionando um aumento do tamanho dos poros. Porém,
contrariamente ao obtido no presente trabalho, o estudo apresentou também aumento da area

especifica e do volume dos poros.

5.3.1.1 Analise Termogravimétrica (ATG)

A perda de massa da lipase CALB livre, dos liquidos iénicos utilizados como aditivos,
dos aerogéis e xerogéis com e sem a enzima e com a enzima obtidos na presenca dos liquidos
ibnicos foi determinada por analise termogravimétrica (ATG).

Esta técnica permite a determinacdo do intervalo de temperatura em que as amostras
aquecidas sofrem alteracdo conformacional, apresentando um perfil de perda de massa.

A perda de peso obtida ap6s aquecimento das amostras até 600 °C é apresentada nos

termogramas nas Figuras 5.5 e na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 - Perda de massa do aerogel com e sem enzima imobilizada

Amostra Perda de Massa (%)
Regido | Regido Il Total
Aerogel puro 11,25 4,01 15,26
Aerogel com enzima 71,20 3,36 74,56
Aerogel C4 44,63 9,22 53,85
Aerogel Cg 24,99 15,20 40,19
Aerogel Cie 56,56 9,19 65,75
Xerogel puro 17,51 6,37 23,88
Xerogel com enzima 78,10 4,66 82,76
Xerogel C4 51,63 9,22 60,85
Xerogel Cg 33,48 8,63 42,11
Xerogel Cis 72,19 6,07 78,26
Lis C4 1,72 97,87 99,59
Lis Cs 4,30 95,39 99,69

Lis Cis 6,65 92,51 99,16
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Os termogramas foram divididos em duas regiGes. Na Regido I, na qual a temperatura é
de aproximadamente 200 °C, ocorre a perda de massa associada, principalmente, com a
desidratacdo, possivelmente de etanol residual da sintese da silica, decomposi¢do de grupos

amino e, geralmente, grupos organicos.

Figura 5.5 - Curva termogravimétrica dos diferentes LIs e dos aerogéis (a) e xerogeis (b) com
e sem a lipase CALB imobilizada e imobilizada com os diferentes LIs
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Na Regido Il (200 °C a 600 °C), a perda esta associada com a condensac¢do de grupos
silanol e da perda de alguns componentes organicos (C, H, O e N) sob forma de compostos
volateis, incluindo a lipase e a presenca de grupos silanois do precursor TEOS que néo

reagiram, presentes na silica, devido a incompleta reacao sol-gel (MUKHERJEE et al., 2009).
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Regides de temperaturas maiores que 600 °C ndo é de interesse no estudo de
imobilizacdo enzimética. Nessas regides ocorre a carbonizacdo completa de compostos
organicos como as enzimas utilizadas no processo de imobilizagdo (BARAO et al., 2014).

As maiores perdas de massa para as amostras foram observadas na regido I, com
excessdo dos liquidos ibnicos puros. Esta perda pode estar relacionada a &gua presente na
superficie dos suportes, bem como nos poros com maior acessibilidade, cuja perda pela
evaporacdo ocorre em temperatura de até 200 °C.

Dentre os suportes utilizados no processo de imobilizacdo 0s que apresentaram maior
perda de massa na regido | foram o xerogel e aerogel imobilizado na auséncia de liquidos
ibnicos. O liquido idnico utilizado no processo de imobilizacdo como aditivo contribui para que
em temperaturas elevadas ndo ocorra a evaporagao por completo da dgua que se encontra no
interior dos poros.

Nos suportes, as amostras que apresentaram menores perdas foram o aerogel e o xerogel
puros. Esta perda de peso naregido | pode ser atribuida, uma parte, a presenca de grupos silanois
gue ndo reagiram a partir do precursor de silica utilizado na sintese (TEOS), devido a reac6es
incompletas (MUKHERJEE et al., 2009). Também pode estar contribuindo com a perda de
massa nessa regidao a remocao de moléculas de agua ligadas a matriz de silica (WEl et al., 1999).

Ao observar os liquidos idnicos estudados no processo de imobilizacdo, o Cs foi 0 que
apresentou uma menor perda de massa em relagdo ao mesmo suporte sintetizado sem o uso do
aditivo. Tanto para o aerogel como para o xerogel, o uso do LIs Cg como aditivo proporcionou

uma perda de massa aproximadamente 50% inferior aos suportes sinterizados sem seu emprego.

5.3.2 Influéncia de massas de enzima e aditivo na atividade de esterificacdo

A Figura 5.6 apresenta a atividade de esterificagdo e rendimento obtidos nos testes
preliminares para as diferentes massas de enzima e aditivo testado na imobilizacdo da lipase
CALB em xerogel.

Observam-se comportamentos distintos entre os LIs. Os LIs Cg e Cis apresentam
comportamento similar entre eles, exibindo um aumento continuo da atividade com a
concentracdo, com as maiores atividades de esterificacdo (= 300 U/g para o Cis € = 450 U/g
para 0 Cg) com 1,5%. Para o LI C4 observa-se um aumento na AE de = 150 para = 300 U/g
guando a concentracdo do L1 aumento de 0,5 para 1,0%. Acima desta concentracdo a AE tende
a diminuir, apresentando para 1,5% uma AE de 250 U/g.



Capitulo 5 — Imobilizacéo da lipase CALB em aerogel e xerogel com o uso de liquidos i6nicos como aditivo.

99

Figura 5.6 - Atividade de esterificacdo (colunas) e rendimento (linhas) obtidos nos testes
preliminares na imobilizacdo da lipase em xerogel com o uso de trés diferentes Lis ((a) Cs; (b)
Cge (c) Cus)
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Souza et al. (2012) demonstram o efeito positivo do LI na imobilizagdo com um

aumento de 35 vezes em comparagdo com uma amostra de enzima livre. Um efeito positivo da

atividade foi observado para todos os Lis até um nivel de 1% do teor adicionado em relagdo aos

reagentes utilizados no processo de imobilizagéo.

Considerando somente a maior AE, observa-se uma tendéncia com a cadeia carbbnica

do LI, com o Cis, com = 450 U/g, apresentando os maiores valores para a atividade de

esterificacdo. Em relacdo ao rendimento, como a atividade inicial oferecida foi a mesma em

todos 0s ensaios, esta resposta apresenta a mesma tendéncia observada para a AE.

A partir destes resultados, elaborou-se a matriz experimental para cada LIs, conforme

apresentada na Tabela 5.4
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Tabela 5.4 - Matriz experimental do DCCR para a atividade de esterificacdo (AE) da lipase
imobilizada em xerogel nas diferentes concentracfes de enzima e aditivo

Massa DR
Experimentos I(Egn/ﬂ]rlr_]? Aditivo (%) im)éi)ri??zi do AEWUMG o A(ip;ad)'ta (%)
(9)
Cs
1 -1 (0,10) -1 (0,50) 6,47 97,35+ 6,74 98,22 -0,89
2 +1 (0,30) -1 (0,50) 6,87 175,07 +12,03 182,20 -4,07
3 -1 (0,10) +1 (1,50) 7,02 231,48 +80,19 201,40 13,00
4 +1 (0,30) +1 (1,50) 6,50 272,99 +49,77 249,17 8,72
5 -1,41 (0,06) 0 (1,00) 7,20 120,72 + 47,21 136,70 -13,24
6 +1,41 (0,34) 0 (1,00) 7,89 222,49+7,01 22959 -3,19
7 0 (0,20) -1,41 (0,30) 5,80 132,28 + 11,46 121,87 7,87
8 0 (0,20) +1,41 (1,70) 6,30 208,33 +50,45 241,83 -16,08
9 0 (0,20) 0 (1,00) 7,10 141,59+ 7,01 140,98 0,43
10 0 (0,20) 0 (1,00) 7,50 141,51 + 20,43 140,98 0,37
11 0 (0,20) 0 (1,00) 6,89 140,12 + 6,65 140,98 -0,61
Cs
1 -1(0,10) -1 (1,00) 7,21 100,27 £13,89 71,94 28,25
2 +1 (0,30) -1 (1,00) 7,02 365,03 +6,66 381,78 -4,59
3 -1(0,10) +1 (2,00) 5,88 213,79 +£1195 183,30 14,26
4 +1 (0,30) +1 (2,00) 7,28 378,55+£6,90 393,13 -3,85
5 -1,41 (0,06) 0 (1,50) 7,39 7155+7,29 110,43 -54735
6 +1,41 (0,34) 0 (1,50) 7,26 501,84 £ 13,79 476,79 4,99
7 0 (0,20) -1,41 (0,80) 7,20 175,44 +7,07 180,82 -3,07
8 0 (0,20) +1,41 (2,20) 7,56 258,89+ 39,01 267,34 -3,26
9 0 (0,20) 0 (1,50) 7,37 481,08+ 7,18 476,59 0,93
10 0 (0,20) 0 (1,50) 7,28 476,50 £ 14,61 476,59 -0,02
11 0 (0,20) 0 (1,50) 7,15 472,35+ 7,11 476,59 -0,90
Cis
1 -1(0,10) -1 (1,00) 6,57 106,13 +42,52 95,38 10,13
2 +1 (0,30) -1 (1,00) 6,77 204,85 +£35,48 180,95 11,67
3 -1(0,10) +1 (2,00) 7,12 14496 + 7,17 138,37 4,55
4 +1 (0,30) +1 (2,00) 6,67 204,79 £29,73 185,04 9,64
5 -1,41 (0,06) 0 (1,50) 7,23 142,09 £ 26,61 148,10 -4,23
6 +1,41 (0,34) 0 (1,50) 7,88 216,67 £57,74 241,33 -11,38
7 0 (0,20) -1,41 (0,80) 5,94 72,63+£28,86 90,92 -25,18
8 0 (0,20) +1,41 (2,20) 6,34 111,72 +£21,50 124,11 -11,09
9 0 (0,20) 0 (1,50) 7,47 350,66+ 35,73 347,69 0,85
10 0(0,20) 0 (1,50) 6,38 344,88 +£ 38,67 347,69 -0,81
11 0 (0,20) 0 (1,50) 6,21 34790+6,65 347,69 0,06
AE: Atividade de Esterificacdo; AEP: Atividade de Esterificagio Previsto; DR: Desvio

relativo

AE experimental — AE previsto

AE experimental

x100
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Os resultados da Tabela 5.4 foram analisados estatisticamente, obtendo-se um modelo
empirico como uma funcéo da enzima e concentracdo de aditivo para imobilizagdo da lipase
em xerogéis com o uso de diferentes L1I.

Os modelos obtidos foram validados pela analise de variancia (ANOVA) (APENDICE
E), apresentaram um bom desempenho do F-teste, na qual os valores de Fcaicuiado (8,88, 56,30 €
45,23) foram maiores que Frabelado (5,05), respectivamente para os xerogeis imobilizados com
LIs C4, Cg e Cls, tornando valido o modelo com confiabilidade de 95%.

As variaveis foram significativas (APENDICE F) e o coeficientes de determinagio (R?)
foram de 0,89, 0,98 e 0,97 para xerogéis mobilizados com LIs Cs, Cg € Cls, respectivamente.
Desta forma foi possivel a apresentacdo dos modelos matematicos (Eq 5.1, 5.2 € 5.2) e a

construcdo das superficies de resposta e curvas de contorno (Figura 5.7).

Figura 5.7 - Curvas de contorno da influéncia da concentragdo de enzima e aditivo LIs na
atividade de esterificacao

nico (
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(a) curva de contorno para a atividade de esterificacdo em relacdo a concentracdo de enzima e liquido i6nico Ca
do xerogel; (b) curva de contorno para a atividade de esterificacdo em relacdo a concentracdo de enzima e liquido
ibnico Cg do xerogel; (c) curva de contorno para a atividade de esterificacdo em relagdo a concentragdo de enzima

e liquido iénico Ci6 do xerogel

Analisando os resultados, somente os experimentos conduzidos com os LIs Cg € Cie
apresentaram as maiores conversdes para o ponto central, sugerindo que ambos 0s sistemas
apresentam uma regido de otimizacéo.

Portanto, as Equagfes 5.1, 5.2 e 5.3 sdo preditivas da atividade de esterificacdo (xerogéis
imobilizados com os diferentes LIs) para os fatores estudados. E composto de uma funcéo de
segunda ordem da concentracdo de enzima (X1) e liquido idnico (X2).

As concentracdes de enzima e aditivos otimos foram calculados a partir dos modelos
matematicos, igualando a primeira derivada da atividade de esterificacdo em fungéo da enzima

e do aditivo igual a zero.
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AE (U/g)ca = 140,98 + 32,94X, + 21,21X2 + 42,54X, + 20,56X2 — 9,05 X, X,

(5.1)
AE (U/g)cs = 476,59 + 129,92X, — 92,04X2 + 30,68X, — 127,01X2 — 25,00 X, X,
(5.2)
AE (U/9)c16 = 347,69 + 33,06X; — 76,95X2 + 11,77X, — 120,81X2 — 9,72 X, X,
(5.3)

Onde: AEcs, AEcs, AEcis sd0 as atividades de esterificacdo (U/g) da lipase imobilizada em xerogel com os

diferentes Lls; X1: enzima e X»: liquido i6nico.

A Tabela 5.5 apresenta os niveis codificados obtidos e reais para as atividades maximas

de esterificacdo das lipases imobilizadas em xerogel com os 3 diferentes liquidos iénicos.

Tabela 5.5 - Niveis codificados e reais obtidos pelo modelo matematico dos valores das
varidveis Otimas utilizadas na imobilizacdo da CALB em xerogel para obtencéo de maxima
AE
Xerogel Nivel codificado Nivel codificado  Valor real enzima Valor real aditivo

enzima aditivo (g/mL) (%)
Cs +1,04 +1,26 0,30 1,63
Cs +0,69 +0,05 0,27 1,52
Cis +0,212 +0,04 0,22 1,52

Os valores das variaveis reais obtidas para os trés suportes demonstraram-se
semelhantes, ou seja, mesma tendéncia para o processo de imobilizacdo. Desta forma, para a
obtencdo dos aerogeéis imobilizados, definiu-se por realizar o processo de imobilizacao, para 0s

trés diferentes liquidos i6nicos, considerando os pontos otimizados nos xerogeis.

5.3.3 Validacao do modelo experimental

As validacOes foram realizadas em triplicata nas condi¢fes 6timas, como descrito pelo
modelo estatistico, para confirmar os niveis da concentracdo de enzima e do aditivo para a
obtencdo de uma atividade maxima de esterificacéo.

Pode ser observado na Tabela 5.6 que os valores obtidos no modelo de segunda ordem

preveem o comportamento da atividade de esterificacdo para a lipase imobilizada em xerogel.
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Tabela 5.6 - Validacdo das variaveis otimizadas descrito pelo modelo matematico para o
xerogel imobilizado com diferentes LIs

Xerogel Enzima (g/mL) Aditivo (%) AE(U/g)+c  AEpredito (U/g) DR (%) R (%)

Ca 0,30g 1639 243,64 %1388 273,40 1221 860
Ce 027 1529 512,58+ 18,79 522,77 1,99 1301
Cis 0,22g 1529 337,39+ 34,37 351,44 416 1067

AE: Atividad_e de Esterificagao; AEPz: Atividade de Esterificacdo Previsto; DR: Desvio
relativo AZexperimental - AE previsto 4. R: Rendimento de imobilizagio

AE experimental

Os resultados indicam que o modelo obtido é adequado para explicar o processo e pode
prever os valores de atividade de esterificacdo, quando manipulado os dados das variaveis
estudadas. Observa-se desvio relativos baixos para os trés imobilizados, 0 que demonstra que
o modelo representa de forma correta o processo de imobilizacdo para os diferentes liquidos
iGnicos estudados.

A AE foi maior para o xerogel imobilizado utilizando como aditivo o LIs Cs. Esta
diferenca pode estar relacionada ao estado fisico dos Lls. Na temperatura utilizada para a
imobilizacdo, o Cg encontra-se no estado liquido. Por outro lado, o Cs4 e C16, nestas mesmas
condigdes, encontram-se no estado so6lido. Desta forma, o Cg possivelmente proporcione uma
melhor protecdo da enzima contra a contracdo do gel na etapa de policondensacéo.

Quando os LlIs se encontram no mesmo estado fisico, observa-se um aumento da AE e
rendimento do C4 para o Cie. ESte comportamento pode ser atribuido ao tamanho da cadeia dos
LIs utilizado na imobiliza¢do. Souza et al. (2013) mostraram em seus estudos que quanto maior
a cadeia do liquido ibnico, maior seu carater hidrofébico e melhor eficiéncia na atividade
enzimatica. 1sso deve-se a possibilidade da formacao de uma camada de hidratacdo ao redor da
enzima favorecendo a atividade enzimatica e induzindo a 4gua para mais préximo da enzima.
Além disso, os trés imobilizados apresentaram altos rendimentos de imobiliza¢do. Resultados
semelhantes, demonstrando a eficiéncia do uso de LIs no processo de imobilizagdo para xerogel
com elevados rendimentos de imobilizacdo e AE sdo reportados na literatura (ZARCULA et
al., 2010; SOUZA et al., 2013).

Considerando que os valores das variaveis reais obtidas para o0s trés suportes
demonstraram-se semelhantes, ou seja, mesma tendéncia para o processo de imobilizagéo, para
a obtencdo dos aerogeis imobilizados, definiu-se por realizar o processo de imobilizagdo, para
os trés diferentes liquidos ibnicos, considerando 0s pontos otimizados nos xerogeéis.

A Tabela 5.7 apresenta os valores para AE e rendimento dos aerogéis imobilizados com

os diferentes LlIs.
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Tabela 5.7 - AE dos aerogeéis imobilizado com diferentes LIs

Aerogel Massa aerogel imobilizado (g) AE (U/g)+o R (%)
Ca 3,20 316,32 + 13,88 328,66
Cs 3,26 296,98 + 18,79 314,55
Cis 3,33 282,24 + 34,37 305,17

Os aerogéis imobilizados apresentaram para os diferentes LIs rendimento de
imobilizacdo superiores a 300%. Ao comparar os valores de rendimento dos xerogéis (Tabela
5.4), observa-se uma reducdo nos aerogeis. Esta tendéncia foi vinculada ao processo de
secagem, o qual é conduzido empregando alta pressdo, condicdo esta que pode contribuir para
a lixiviagdo da enzima do suporte, interferindo assim nos valores de AE, e consequentemente

no rendimento de imobilizacéo.

5.3.4 Estabilidades estocagem, operacional e térmica

5.3.4.1 Estabilidade de estocagem

Conforme os resultados apresentados no capitulo anterior, realizou-se a estabilidade de
estocagem somente sob refrigeracdo. A Figura 5.8 apresenta a atividade residual para os

Xerogeéis e aerogeis armazenados por um periodo de 350 dias.

Figura 5.8 - Atividade residual na estabilidade de estocagem em refrigeracdo da CALB
imobilizada em silica xerogel e aerogel na presenca de diferentes LIs
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Para a estabilidade de estocagem em refrigeracdo, os dois suportes apresentam maior
tempo de estocagem quando comparado com a solucdo de enzima livre (105 dias). Apds 350
dias de estocagem o xerogel apresentou maior atividade residual independente do LIs utilizado
como aditivo em comparagao aos aerogéis. O maior tempo de armazenamento foi de 350 dias
para o xerogel Cg com uma AR de 58% e para o0 aerogel aproximadamente 300 dias com uma
AR de 61%.

Por outro lado, o aerogel com o uso do LIs Ci¢ apresentou tempo de estocagem similar
ao seu controle (aerogel sem LlIs) (Figura 3.10), demonstrando desta forma que para a
estabilidade de estocagem, o uso do aditivo ndo foi eficiente.

5.3.4.2 Estabilidade operacional

A estabilidade operacional verificada por meio da reutilizacdo da lipase imobilizada é
um fator importante para possiveis aplica¢bes industriais, bem como para determinar a
eficiéncia do processo de imobilizacdo (CATONE et al., 2013).

A estabilidade operacional dos xerogéis e aerogéis imobilizados utilizando diferentes
LIs como aditivo foi verificado em regime de bateladas consecutivas com a reutilizagdo do
imobilizado, empregando como reacdo modelo a sintese do oleato de etila. Os resultados

obtidos para a estabilidade operacional podem ser visualizados na Figura 5.9.
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Figura 5.9 - Estabilidade operacional da CALB imobilizada em silica aerogel (a) e xerogel (b)
com o uso de diferentes liquidos i6bnicos como aditivo
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Verifica-se que a atividade da lipase imobilizada, independente do suporte e do liquido
ibnico utilizado diminui a medida que aumenta o numero de ciclos biocataliticos. Ao comparar
0s aerogéis (a) aos xerogéis (b) observa-se a possibilidade de utilizar por mais ciclos o xerogel,
independente do liquido ibnico utilizado. Os xerogéis apresentaram a possibilidade de
reutilizacdo, em media, por 13 vezes com AR superior a 50%. Em contrapartida, os aerogeéis
mostraram a capacidade de reutilizagdo em media, por 8 vezes com AR superior a 50%.

Além disso ao comparar ao controle (aerogel sem LIs) (Figura 3.11) observa-se a

reducdo da estabilidade operacional dos aerogéis, independente do tipo de LIs utilizado.
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A perda de atividade residual entre os ciclos normalmente esta vinculada a desativagéo
enzimética ou perda de enzima da estrutura do suporte por lixiviagdo. Neste contexto, as
diferencas observadas para os resultados de estabilidade operacional entre os diferentes
suportes (aerogeis e xerogeis) e ao controle foram relacionadas a forma como os imobilizados
foram secos. Enquanto os xerogeis foram secos em temperatura e pressdo ambiente, 0s aerogéis
foram secos em meio pressurizado de COo.

O emprego de altas pressdes para a obtencao dos aerogéis proporciona uma perda de
massa maior que a observada nos xerogéis (Tabelas 5.4 e 5.7), provavelmente vinculadas aos
LIs utilizados. A remocdo do LI do interior dos poros dos imobilizados, onde 0 mesmo atua
também como uma barreira fisica, contribui para a lixiviagdo da enzima da estrutura do
imobilizado, contribuindo assim para a perda de atividade residual entre os ciclos.

Comparativamente com 0s seus pares sintetizados sem LlIs, empregando PEG como
aditivo (Figura 4.4), apresentaram um aumento de aproximadamente 30% nos ciclos
considerando como referencia a atividade residual superior a 50%, indicando que os LIs como

aditivos sdo mais eficientes que o PEG para 0s xerogéis.

5.3.4.3 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica foi avaliada por meio do calculo da constante de desativagdo
térmica (kd) e do tempo de meia-vida (t12) da lipase CALB imobilizada em aerogel e xerogel
com e sem a presenca dos diferentes LIs utilizados como aditivo (Tabela 5.8).

Todas as condic¢des de imobilizacdo da lipase em aerogel e xerogel sem e com a presenca
de diferentes LIs como aditivo apresentaram valores de Kd menores e tempos de meia vida (t12)
maiores aos obtidos para a enzima livre (Tabela 3.5). Esse comportamento indica que a
estabilidade térmica da enzima imobilizada (independente do tipo de suporte e aditivo utilizado)
é maior do que a da enzima livre, sugerindo que os suportes em estudo atuam protegendo a
enzima dos efeitos negativos da temperatura em relagéo a sua conformacéo ativa (ZIBIOLO et
al., 2014; YANG et al., 2010).

Em relacdo ao tipo de suporte, 0s xerogéis (independente do uso de aditivos) apresentam
uma maior estabilidade térmica em comparacdo ao aerogel em todas temperaturas estudadas. O
uso dos LIs como aditivos quando comparado aos suportes puros, apresentam aumento do

tempo de meia vida e reducédo do valor da Kd.
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Tabela 5.8 - Constante desativacdo térmica (Kg), 0s coeficientes de determinagéo (R?) e
tempos de meia vida (t12) da lipase CALB imobilizada em xerogel e aerogel com e sem a
presenca de aditivo LIs

Aerogel puro Aerogel C4 Aerogel Cg Aerogel Cie
Temperatura Kq R*  tin Ka R* tip Ka R*  tip Kai R*  tip
0 (h) (h) (b (h)y (M (h) () (h)
40 0,12 0,93 6,02 0,09 093 7,60 0,07 091 10,11 0,11 0,91 6,14
50 0,20 0,93 3,39 0,09 093 749 0,07 0,90 9,93 0,18 0,96 3,84

60 0,32 0,96 2,17 0,30 091 230 0,09 086 7,78 031 0,91 2,25
70 0,57 0,95 1,21 052 0,90 1,33 0,42 092 165 054 0,94 1,29

80 1,26 0,88 0,55 1,21 0,93 0,5/ 0,78 094 089 1,21 0,93 0,57
Xerogel puro Xerogel Cq4 Xerogel Cs Xerogel Cie

Temperatura Kg R?  tip Ka R* Kg Ka R*  tip Kai R*  tip
) (0 ® @ wh) @ by (b (h)

40 0,10 0,96 6,73 0,08 0,91 8,77 0,06 091 12,26 0,09 0,97 7,70

50 0,16 0,92 437 0,09 091 7,77 0,07 0,96 10,21 0,15 0,96 4,48
60 0,22 0,92 3,22 0,21 0,86 3,34 0,08 091 854 021 0,95 3,29
70 0,54 098 1,27 050 0,92 138 0,38 0,94 180 0,50 0,95 1,38
80 1,26 098 0,55 1,13 094 061 0,73 093 095 121 093 0,57

Em relacdo aos Lls, 0 Cis apresentou valores semelhantes nos dois tipos de suportes
quando comparado a suas matrizes puras. O LIs Cg apresentou maior estabilidade para os dois
suportes em compara¢ado aos outros LIs utilizados, com o xerogel apresentando, em comparacao
a todos os outros suportes testados, melhor desempenho na estabilidade térmica em todas as
temperaturas. O maior aumento do tempo de meia vida foi de 165% (em comparagédo ao xerogel
puro) na temperatura de 60°C.

Esses resultados podem estar vinculados a presenca de maior quantidade de agua na
matriz do xerogel, consequéncia do processo empregado na secagem do imobilizado o qual é
conduzido a temperatura ambiente, proporcionando que todo o aditivo utilizado permanece no
suporte.

Por outro lado, em comparacgdo ao uso de aditivo, somente o LIs Cg apresentou maior
estabilidade térmica em todas as temperaturas testadas para os dois suportes, quando

comparados ao xerogel e aerogel sintetizado com PEG.
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Estas observacdes sugerem que o processo de imobilizacdo pode proteger as moléculas
enzimaéticas contra alteracGes conformacionais causadas pelas altas temperaturas, resultando
em uma melhoria na estabilidade térmica da lipase (JIA et al., 2013), permitindo assim que
estes imobilizados sejam empregados em sistemas reacionais que requerem maiores

temperaturas.

5.4 Consideracdes Parciais

Os LlIs testados como aditivos no processo de imobilizagdo demonstraram melhores
resultados para 0s xerogéis em comparacao aos aerogéis imobilizados. Esta melhora pode ser
observada nas estabilidades de estocagem, operacional e térmica. Desta forma, o processo de
secagem para obtencdo do suporte imobilizado influenciou nos resultados obtidos. Ao realizar
a secagem do aerogel, os LIs podem interagir com o CO2 e uma parte ser retirada juntamente
com a enzima no momento de extragdo do solvente, e como consequéncia reduzindo a AE e os
resultados de sua aplicacao.

Apesar das diferencas obtidas para as formas de secagem, de uma maneira geral, 0s LIs
a base de cétion aprético (imidazolio) demonstraram ser bons aditivos utilizados no processo
de imobilizacdo da lipase CALB pela técnica sol-gel principalmente no que se refere a
estabilidade térmica. No qual o LIs Cg apresentou maiores tempos em todas temperaturas

testadas tanto para o xerogel quanto para o aerogel.
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6 CONCLUSAO

Um dos desafios na area de imobilizagdo enzimética é obter um suporte com enzima
imobilizada que mantenha sua atividade e demonstre estabilidade de armazenagem, térmica e
operacional.

Desta forma, os resultados obtidos demonstram a importancia do estudo dos diferentes
aditivos e métodos de secagem para imobilizacdo da lipase CALB na imobiliza¢do enzimética
pela técnica sol-gel. A partir dos resultados apresentados ao longo do trabalho, pode-se
completar que os objetivos inicialmente propostos foram alcancados, ou seja, a imobilizacéo da
enzima lipase com o uso de diferentes aditivos e métodos de secagem.

No que diz respeito a obtencdo dos aerogéis imobilizados, observou-se a importancia
do estudo do tempo e das condi¢Oes de pressdo e temperatura para a obtencdo de aerogéis. O
estudo dessas condi¢bes demonstrou o efeito da densidade do CO2, na qual, as AE foram
maiores nas menores densidade do gas com um tempo de 30 minutos, diferente dos maiores
tempos de extragé@o descritos na literatura.

Para os aerogeis o uso de aditivos ndo apresentou resultados satisfatorios na maioria dos
testes realizados. Estes resultados demonstram a interacdo dos aditivos utilizados (PEG e LIs)
com o CO2 no processo de secagem, no momento da extracdo dos solventes, que pode estar
relacionado a lixiviacdo de uma parte dos aditivos e também da enzima.

Desta forma, reduzem a AE dos suportes imobilizados obtidos e diminuem
principalmente a estabilidade operacional. Por outro lado, o uso de aditivos auxilia no aumento
da estabilidade térmica. Quando comparado os resultados do uso, tanto do PEG quanto do LIs,
estes foram maiores ao comparar ao aerogel puro. Assim, 0 uso de aditivos para aerogel é
melhor quando deseja-se utilizar em processos em que a enzima imobilizada sera adicionada a
altas temperaturas.

Os aditivos demonstraram melhores resultados (rendimentos, AE e maiores
estabilidades) quando aplicados na sintese do suporte xerogel imobilizado. Quando feita a
comparacédo entre os LIs, o Cg apresentou melhores resultados em todos os testes resultados.
Dentre os aditivos utilizados o uso do PEG apresentou maior AE em comparagéo ao uso dos
Lls. Para o xerogel o PEG e o0 LIs Cg demonstraram serem bons aditivos no processo de
imobilizagdo. Porém, o LIs Cg apresentou melhores resultados das estabilidades estudadas
quando comparado ao PEG.

Com base no exposto, a area de imobilizagdo enzimética busca estratégias mais

eficientes, que utilizem um nimero reduzido de etapas, e, além disso, aumente a estabilidade
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(estocagem, térmica e operacional) da enzima imobilizada. Assim, este trabalho visou
contribuir para a &rea de imobilizagdo enzimatica pela técnica sol-gel, propondo-se mediante a
utilizacdo de diferentes aditivos e formas de secagem. Os resultados obtidos demonstram a

possivel utilizagdo nos processos quimicos convencionais.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Devido os resultados favoraveis encontrados neste trabalho, sugere-se:
o A imobilizacdo de outras lipases bem como de outras classes de enzimas;
o O estudo do uso de outros LIs no processo de imobilizacdo com diferentes
cadeias carbonicas e anions;
. Utilizar outros precursores de silica para obtencdo de novos suportes (aerogel e
xerogel) utilizando PEG e LIs como aditivos na imobilizagcdo de lipase ou outras
enzimas;

. Testar o0 uso desses suportes imobilizados na sintese de outros ésteres.
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9 APENDICES

APENDICE A — Analise de variancia do planejamento fatorial 3 para a atividade de

esterificacdo e rendimento dos aerogéis imobilizados

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
variacédo quadrados  liberdade médio Valor Fealc
AE (U/g) Regressao 323938,57 2 161969,28 75,85
Residuo 51246,61 24 2135,28
Total 375185,18 26
R (%) Regressdéo ~ 1598780,41 2 799390,21 47,00
Residuo 408162,47 24 17006,77
Total 2006942,88 26

AE (U/g): atividade de esterificacio; R(%) rendimento.
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APENDICE B — Coeficiente de regressao, erro padréo, valores de p e t obtidos no
Planejamento Fatorial 3% para a secagem da CALB imobilizada em silica aerogel

Coeficiente de

regressao Erro padrao t p
AE (U/g) Média 205,27 8,89 23,08 0,000
X1 (L) 79,42 10,89 7,29 0,000
X2 (L) -108,11 10,89 -9,93 0,000
R (%) Média 296,77 25,10 11,82 0,000
X1 (L) 164,87 30,74 5,36 0,000
X2 (L) -248.27 30,74 -8,08 0,000

Xi1: Temperatura (°C); Xz: Pressdo (bar)
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APENDICE C — Analise de variancia do DCCR da imobilizacéo da lipase CALB em xerogel
e aerogel com o uso de PEG como aditivo

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
variacédo quadrados liberdade médio valor Fea
Xerogel Regressao 281102,57 5,00 56220,51 22,31
Residuo 12598,91 5,00 2519,78
Falta de ajuste ~ 12475,77 3,00 4158,59
Erro Puro 123,14 2,00 61,57
Total 293701,48 10,00
Aerogel Regressao 69144,06 5,00 13828,81 24,25
Residuo 2851,33 5,00 570,27
Falta de ajuste 2827,21 3,00 942,40
Erro Puro 24,12 2,00 12,06

Total 71995,39 10,00
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APENDICE D — Coeficiente de regresséo, erro padréo, valores de p e t obtidos no DCCR da

imobilizacdo da lipase CALB em xerogel e aerogel com o uso de PEG como aditivo

Coeficiente de

regressao Erro padrao t p
Xerogel Média 540,07 4,53 119,22 0,000
X1 (L) -80,20 2,78 -28,87 0,001
X1(Q) -155,88 3,32 -47,02 0,000
X2 (L) -93,07 2,78 -33,50 0,000
X2 (Q) -88,66 3,32 -26,74 0,001
X1. X2 -57,33 3,92 -14,61 0,004
Aerogel Média 247,40 2,00 123,40 0,000
X1 (L) 51,15 1,23 41,60 0,000
X1 (Q) -55,46 1,47 -37,80 0,000
X2 (L) 12,39 1,23 10,07 0,009
X2(Q) -83,25 1,47 -56,74 0,000
X1 . Xs -23,79 1,74 -13,70 0,005

X1: Enzima (g/mL); X2: Aditivo (g/mL)
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APENDICE E — Anélise de variancia do DCCR da imobilizac&o da lipase CALB em xerogel

com o uso de diferentes liquidos iénicos como aditivo

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado
variacédo quadrados liberdade médio valor Fea
Ca Regressao 27199,96 5,00 5439,99 8,88
Residuo 3061,35 5,00 612,27
Falta de ajuste 3059,99 3,00 1020,00
Erro Puro 1,37 2,00 0,68
Total 30261,31 10,00
Cs Regressdo 253536,83 5,00 50707,37 56,30
Residuo 4502,99 5,00 900,60
Falta de ajuste ~ 4464,83 3,00 1488,28
Erro Puro 38,16 2,00 19,08
Total 258039,82 10,00
Cis Regressdo 102625,46 5,00 20525,09 45,23
Residuo 2269,16 5,00 453,83
Falta de ajuste 2252,46 3,00 750,82
Erro Puro 16,70 2,00 8,35
Total 104894,62 10,00
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APENDICE F — Coeficiente de regressao, erro padréo, valores de p e t obtidos no DCCR da

imobilizacéo da lipase CALB em xerogel com o uso de diferentes liquidos i6nicos como

aditivo

Coeficiente de

regressao Erro padrao t p
Cq Média 140,98 0,48 295,53 0,000
X1 (L) 32,94 0,29 112,59 0,000
X1 (Q) 21,21 0,35 60,76 0,000
X2 (L) 42,54 0,29 145,40 0,000
X2(Q) 20,56 0,35 58,88 0,000
X1. X2 -9,05 0,41 -21,91 0,002
Cs Meédia 476,59 2,52 188,97 0,000
X1 (L) 129,92 1,55 83,99 0,000
X1 (Q) -92,04 1,85 -49,87 0,000
X2 (L) 30,68 1,55 19,84 0,003
X2(Q) -127,01 1,85 -68,82 0,000
X1.X2 -25,00 2,18 -11,45 0,008
Cie Média 347,69 1,67 208,42 0,000
Xi (L) 33,06 1,02 32,31 0,001
X1(Q) -76,95 1,22 -63,03 0,000
X2 (L) 11,77 1,02 11,50 0,007
X2(Q) -120,81 1,22 -98,96 0,000
X1. X2 -9,72 1,44 -6,73 0,021

X1: Enzima (g/mL); X2: Aditivo (g/mL)



