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APLICACAO DE LIQUIDOS IONICOS A BASE DE FOSFONIO NA BIOCATALISE

Milson dos Santos Barbosa

Liquidos idnicos (LIs) tém atraido cada vez mais o interesse académico e industrial devido as
suas excelentes propriedades, tais como pressdo de vapor negligenciavel a depender do tipo,
ndo inflamabilidade, elevada estabilidade quimica e térmica, assim como alta capacidade de
manipular suas propriedades, por meio da combinacdo de diferentes cations e anions, para
atender requisitos para aplicacoes especificas. Os liquidos ibnicos a base de fosfonio (LIFs) séo
produzidos por meio da quaternizagdo de um alquil fosfina com um anélogo alcano, e estdo
comercialmente disponiveis desde 2008. Em algumas aplicacGes, os LIFs apresentam
propriedades mais atrativas que LlIs & base de imidazdlio e piridinio, tais como estabilidade
mais elevada e menor viscosidade. O uso combinado de liquidos i6nicos para o aperfeicoamento
de biocatalisadores imobilizados tem recebido destaque nos ultimos anos, entretanto, sdo raros
os relatos na literatura sobre o uso de LIFs na biocatalise. Neste contexto, com interesse de
obter novas alternativas para o desenvolvimento sustentavel e eficiente de biocatalisadores
imobilizados, este trabalho avaliou os efeitos da aplicacdo de sete liquidos ibnicos a base de
fosfonio com diferentes comprimentos de cadeias cationicas ([Paass]*, [Pasaia)]* € [Pessia)]?) €
distintos anions ([CI], [Br]’, [Deca]’, [Phosp] e [NTf2]) na biocatalise, em trés distintas etapas:
na atividade de lipase Burkholderia cepacia (LBC) (Etapa 1); na modificacdo superficial da
silica (Etapa 2); e na atividade da LBC imobilizada por adsorcao fisica em silica (Etapa 3). Os
resultados mostraram que 0 aumento no comprimento da cadeia catidnica dos LIFs promoveu
a diminuicdo 86% e 50% na atividade da LBC, quando os mesmos foram aplicados nas etapas
1 e 3, respectivamente. No entanto, quando estes LIFs foram aplicados na modificagdo da silica
(Etapa 2), observou-se que os LIFs com cadeias catibnicas mais longas causaram menores
efeitos negativos sobre a atividade da LBC imobilizada. Em rela¢éo ao efeito do uso de LIFs
com mesmo cation e diferentes anions, notou-se tendéncias semelhantes nas trés etapas, com
efeitos positivos (aumento da atividade enzimatica) quando se selecionou LIFs com anions mais
hidrofébicos. Em geral, o LIF de natureza mais hidrofébica ([Pess(14]NTf2) promoveu maior
acréscimo na atividade relativa da LBC em todas as etapas, com aumento de 37,6% paraa LBC
livre, incremento de 109,8% quando aplicado na modificagdo da silica, e com influéncia mais
acentuada (222,7%) quando o mesmo foi adicionado durante o processo de imobilizacdo da
enzima por adsorcdo fisica. Os efeitos da melhoria nas propriedades dos suportes e
biocatalisadores imobilizados foram comprovados a partir das caracterizacbes morfologicas e
fisico-quimicas.

Palavras-chave: Liquidos idnicos & base de fosfonio, lipase Burkholderia cepacia, imobilizacéo

de enzimas, adsorcao fisica, biocatalise.
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APPLICATION OF PHOSPHONIUM-BASED IONIC LIQUIDS ON BIOCATALYSIS

Milson dos Santos Barbosa

lonic liquids (ILs) have increasingly attracted both academic and industrial interest because of
their excellent properties, such as negligible vapor pressure depending on the type, non-
flammability, high chemical and thermal stabilities, as well as high capacity to manipulate their
properties, through the combination of different cations and anions, to meet requirements of
specific applications. Phosphonium-based ionic liquids (PILs) are produced by quaternizing of
alkyl phosphines, with an alkane analog and have been commercially available since 2008. In
some applications, PILs have more attractive properties than imidazolium and pyridinium based
ILs, such as higher stability and lower viscosity. The combined use of ionic liquids for the
improvement of immobilized biocatalysts has been highlighted in recent years, however, there
are few reports in the literature about the application of PILs in biocatalysis. In this context,
with the interest of obtaining new alternatives for the sustainable and efficient development of
immobilized biocatalysts, this work evaluated the effects of the application of seven
phosphonium-based ionic liquids with different lengths of cationic chains ([Pasas]®, [Pasaqa)]”
and [Pess14)] ") and different anions ([CI]", [Br]", [Deca]’, [Phosp] and [NTf]) in biocatalysis,
in three distinct steps: in the activity of free Burkholderia cepacia lipase (BCL) (Step 1); in the
surface modification of silica (Step 2); and finally, in the activity of immobilized BCL by
physical adsorption in silica (Step 3). The results showed that the increase in the length of
cationic chain of PILs caused a decrease in the activity of BCL when they were applied in the
steps 1 and 3. However, when these PILs were applied in silica modification (Step 2), it was
observed that PILs with longer cationic chains caused less negative effects on the immobilized
the BCL activity. Regarding to the effect of PILs with same cation and different anions, similar
trends were observed in the three steps, with positive effects (increase of the enzymatic activity)
when PILs synthesized with more hydrophobic anions were selected. In general, PIL of a more
hydrophobic nature ([Pses(14]NTT2) presented a greater increase in the relative activity of the
BCL at all stages, with an increase of 37.6% for free BCL, an increase of 109.8% when it was
applied to the silica modification, and with more pronounced influence (222.7%) when it was
added during the immobilization process of the enzyme by physical adsorption. The effects on
the improvement in the properties of the supports and immobilized biocatalysts have been
proven from the morphological and physico-chemical characterization.

Keywords: Phosphonium-based ionic liquids, Burkholderia cepacia lipase, immobilization of
enzymes, physical adsorption, biocatalysis.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

O grande desafio para a industria quimica e afins no século XXI é encontrar alternativas
vidveis para diminuir a dependéncia do uso de solventes organicos tradicionais. Estes podem
promover efeitos negativos a saude humana e ao meio ambiente, combinado com a inseguranca
devido ao seu alto potencial de inflamabilidade e volatilidade (SHELDON, 2016). A mudanca
de paradigmas € a base da “Green Chemistry” ou Quimica Verde, que visa a reducdo do impacto
da atividade quimica, por meio do desenvolvimento e aplicacdo de processos e produtos
quimicos mais limpos. Com o intuito de reduzir ou eliminar o uso e a geracao de substancias
perigosas para a saude humana e para o ambiente (ANASTAS e EGHBALI et al., 2010;
NEWMAN e JENSEN, 2013).

Uma excelente alternativa verde € a biocatalise, visto que permite substituir processos
tradicionais por meio da utilizacdo de enzimas em reacdes cataliticas. Estes biocatalisadores
possuem elevado potencial catalitico e caracteristicas especificas, com destaque para a
possibilidade de realizar processos com baixo consumo de energia e condi¢fes reacionais
suaves (BON et al., 2008; STRAATHOF et al., 2013). Além disso, as enzimas apresentam
facilidade de producdo a partir de recursos renovaveis e biodegradaveis, apresentando-se com
uma valiosa ferramenta para tecnologias ambientalmente amigaveis. Portanto, o grande
potencial biotecnoldgico das reacGes enzimaticas e o desenvolvimento de novos processos
podem maximizar a produ¢do, minimizar os custos e gerar menos residuos (ALPTEKIN et al.,
2011; ARMENTA et al., 2015).

Devido a facil obtencédo, alta seletividade e especificidade, as lipases (glicerol éster
hidrolases EC 3.1.1.3) aparecem como um dos principais biocatalisadores utilizados em
diversas areas industriais, tais como, alimentos, bebidas, couro, tratamento de efluentes,
biodiesel, oleoquimica, detergente, papel e celulose, téxtil, cosméticos e farmacéutica (HASAN
et al.,, 2006; ZHANG et al., 2012; BARBOSA et al., 2012). No entanto, para ser
economicamente viavel e produzido em larga escala, é imprescindivel que este biocatalisador
seja estavel, reutilizavel e eficiente quando aplicado em processos continuos, o que é limitado
para enzimas sollveis. Para solucionar esse problema, a imobilizacdo de enzimas em suportes

solidos surge como a principal alternativa, a fim de promover maior estabilidade operacional e



facilidade de armazenamento e manuseio do biocatalisador, além da possibilidade de
reutilizagdo, reciclagem, processamento continuo (LIESE e HILTERHAUS, 2013). De uma
forma geral, as enzimas sdo imobilizadas em materiais sélidos chamados de suportes. Uma
ampla gama de suportes € aplicada para a imobilizacdo de enzimas, a exemplo dos materiais
organicos, inorganicos e hibridos (CARVALHO et al., 2015). Os suportes inorganicos séo 0s
mais utilizados e, entre estes, a silica produzida por meio da técnica sol-gel se destaca por
oferecer a possibilidade de modificacao da sua superficie e apresentar boa estabilidade térmica,
estabilidade mecanica e seguranca toxicologica (VILAR et al., 2008; CARVALHO et al.,
2015).

Com o intuito de tornar mais eficiente o processo de imobilizacdo, estudos sdo relatados
tanto para o uso de aditivos como estabilizadores de enzimas quanto para o aperfeicoamento
dos materiais utilizados como suportes (ZOU et al., 2014). O emprego de liquidos iénicos (LIs)
para o aprimoramento de biocatalisadores imobilizados vem ganhando cada vez mais destaque
na biocatalise (COWAN et al., 2016). Os liquidos ibnicos sdo um grupo de sais organicos que
geralmente se apresentam no estado liquido em temperaturas abaixo de 100°C. As suas atrativas
propriedades fisico-quimicas, tais como pressao de vapor insignificante, ndo inflamabilidade e
elevada estabilidade quimica e térmica, apontam os LIs como “solventes verdes” (SEDDON,
1997; BARANYAI et al., 2004; WANG et al., 2014). Por esta razdo, os liquidos i6nicos tém
ganhado amplo reconhecimento como potenciais substitutos aos solventes organicos volateis
convencionais utilizados em processos quimicos, com o diferencial de que estes podem ser
sintetizados com diferentes combinacdes de cations e anions de modo a atender as necessidades
de uma aplicacgdo especifica (FUKAYA e OHNO, 2013; BUBALO et al., 2015).

A literatura relata que enzimas na presenca de LIs apresentam maior atividade catalitica,
mas os efeitos também podem ser negativos, dependendo das caracteristicas do LI e da estrutura
da enzima (NORDWALD e KAAR, 2013; MATSUBARA et al., 2015). Ao mesmo tempo,
estudos recentes sugerem o uso de LIs como agentes modificadores de suportes e os resultados
mostram que a modificacdo superficial do material promovida pelo liquido i6nico pode
favorecer a fixagdo do biocatalisador no suporte, por meio do aumento da &rea superficial,
volume e tamanho dos poros do material (HU et al., 2012; YANG et al., 2013; ZOU et al.,
2014). Além disso, os liquidos i6nicos também tém ganhado grande destaque como aditivos
adicionados durante o processo de imobilizacdo, com efeitos consideravelmente positivos tanto

em relacdo as modificagdes estruturais nos suportes, quanto ao aumento da atividade
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enzimatica, com consequente acréscimo no rendimento de imobilizacdo e estabilidade
operacional dos biocatalisadores imobilizados na presenca de LIs (ZARCULA et al., 2010;
VILA-REAL et al., 2011; SOUZA et al., 2013; CABRERA-PADILLA et al., 2015).

Os liquidos i6nicos a base de fosfonio (LIFs) estdo comercialmente disponiveis desde
2008 e, em algumas aplicacOes, apresentam propriedades mais atraentes quando comparados
com LIs mais comuns, tais como menor viscosidade e maior estabilidade (DEL SESTO et al.,
2005; COWAN et al., 2016). No entanto, sdo raros os relatos na literatura a respeito da
aplicacdo de LIFs na biocatalise, em especial na imobilizacdo de enzimas. O que desperta a
necessidade de obtencdo de resultados mais consistentes no que diz respeito aos fatores que
podem influenciar a atividade enzimatica e o processo de imobilizacdo na presenca de liquidos
ibnicos (ZHAO et al., 2015). Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo estudar o
uso de liquidos ibnicos a base de fosfonio com distintos tamanhos de cadeias catidnica e
caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas em trés diferentes etapas: na primeira etapa (Etapa
1) foram estudados os efeitos dos LIFs na atividade da lipase Burkholderia cepacia (LBC) livre;
na segunda etapa (Etapa 2) foi avaliada a influéncia dos LIFs na modificacdo superficial da
silica produzida pela técnica sol-gel utilizada para a imobilizacdo por adsorcéo fisica da LBC;
e na terceira etapa (Etapa 3) foi verificada a atuagdo dos LIFs adicionados durante o processo
de imobilizagdo da LBC por adsor¢do fisica. A fim de avaliar os efeitos na atividade catalitica

dos biocatalisadores livres e imobilizados na hidrélise do azeite de oliva.



Capitulo 2

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de liquidos i6nicos a base de fosfonio no comportamento da lipase
Burkholderia cepacia livre, na modificacdo superficial de silica utilizada para a imobilizacéo

da LBC por adsorcao fisica e durante o processo de imobilizacédo da lipase por adsorcéo fisica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Auvaliar os efeitos dos liquidos idnicos a base de fosfonio na atividade hidrolitica da

lipase Burkholderia cepacia livre na reacdo de hidrélise do azeite de oliva;

» Preparar e avaliar a influéncia da adi¢do dos liquidos idnicos a base de fosfonio na
modificacdo superficial da silica produzida pela técnica sol-gel utilizada no processo de

imobilizacdo por adsorcdo fisica da lipase Burkholderia cepacia;

= Preparar e verificar a influéncia da adi¢do dos liquidos i6nicos a base de fosfonio

durante o processo de imobilizacdo por adsorc¢éo fisica da lipase Burkholderia cepacia;

» Realizar as caracterizages fisico-quimica e morfoldgica dos suportes e biocatalisadores

imobilizados.



Capitulo 3

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo é apresentado um breve estado da arte referente ao uso de liquidos i6nicos
na biocatalise, a partir dos seguintes tépicos: liquidos idnicos, liquidos i6nicos a base de
fosfonio, enzimas e liquidos inicos, liquidos idnicos como ativadores/inativadores de enzimas,
biocatalisadores imobilizados, liquidos i6nicos como aditivos durante o processo de
imobilizacdo, silica e agentes modificadores, e liquidos idnicos como agentes modificadores de

silica.

3.1. LIQUIDOS IONICOS

Os solventes convencionais sdo utilizados diariamente em numerosos processos e,
estima-se que eles sejam responsaveis por cerca de 60% de todas as emissdes de poluentes
oriundos do setor industrial (ANASTAS e EGHBALI et al., 2010). Como o uso de solventes €
inevitavel, duas principais estratégias para o desenvolvimento de processos mais limpos foram
propostas: a substituicdo de solventes derivados do petréleo por solventes a partir de recursos
renovaveis, e a substituicdo de solventes perigosos por outros que apresentam melhores
propriedades ambientais, de saude e de seguranca (CEVASCO et al., 2014; BUBALO et al.,
2015).

Os liquidos i6nicos (LIs) sdo sais fundidos, conhecidos com uma nova classe de
substancias quimicas compostas exclusivamente por ions que esta sendo amplamente estudada,
aplicada e reconhecida como alternativa promissora na substituicdo de compostos volateis na
indUstria (HUSSEY, 1988; FREIRE et al., 2012). Os LIs sdo geralmente compostos por cations
organicos relativamente grandes e anions menores que podem ser organicos ou inorganicos. O
fato de possuir ions de elevadas dimensdes faz com que os liquidos ibnicos apresentem uma
baixa energia de rede, isto é, ndo possuem uma estrutura cristalina bem definida, o que confere
para a maioria dos LIs estar no estado liquido a temperatura ambiente ou préximo. Ademais, a
auséncia de uma estrutura cristalina ordenada promove baixos pontos de fusdo a maioria dos
LIs, que normalmente estdo abaixo de 100°C (REBELO et al., 2005; JIANG et al., 2009).



De modo geral, a assimetria do cation é responsavel pelas baixas temperaturas de fusao
dos LlIs, enquanto a natureza do &nion é considerada a principal responsavel pela maior parte
das suas outras propriedades fisicas, tais como densidade e solubilidade (MACFARLANE et
al., 2007). Devido a possibilidade de manipular livremente as suas caracteristicas, combinando
0s cations e anions de mais de um milhdo de formas diferentes para atender os requisitos de
aplicacdes especificas, eles sdo considerados "designer solvents" (DEETLEFS e SEDDON,
2010). Contudo, além da sua ampla versatilidade quando comparada com solventes
convencionais, os LIs sdo apontados como "solventes verdes”. A justificativa para rotula-los
"verdes" é baseada no fato de que, dentre os 12 principios da Quimica Verde, os LIs podem
atender a 4 destes principios, sdo eles: (EARLE et al., 2006; RANKE et al., 2007; PRETTI et
al., 2009; FUKAYA e OHNO, 2013; BUBALDO, et al., 2015).

I.  Sintese de produtos menos perigosos: Quando possivel, deve-se utilizar e gerar uma
substancia quimica com pouca ou nenhuma toxicidade a saide humana e ao ambiente;

Il.  Desenvolvimento de produtos seguros: Deve-se desenvolver produtos quimicos que
exercam a funcdo desejada e a0 mesmo tempo ndo sejam toXicos;

1. Desenho para a degradagdo: Os produtos quimicos precisam ser desenhados de tal
maneira que, ao final de sua fungédo, se degradem em produtos inofensivos e nédo
persistam no meio ambiente;

IV. Quimica intrinsecamente segura para a prevencdo de acidentes: Deve-se utilizar
substancias seguras, com nenhum ou minimo potencial de acidentes, evitando produtos

inflamaveis ou que possibilitem vazamentos, incéndios, explosdes e outros.

Devido as propriedades citadas anteriormente, como pressao de vapor desprezivel e alta
estabilidade térmica, muitas vezes o potencial impacto ambiental dos liquidos ibnicos €
considerado reduzido. Entretanto, alguns estudos relatam que apesar dos LIs contribuirem para
a reducdo da poluicdo do ar, o seu descarte inadequado em ambientes aquéaticos pode causar a
contaminacgdo da &gua, devido a sua potencial toxicidade e dificil biodegradabilidade (ZHAO,
etal., 2007; HECKENBACH et al., 2016). O fato de que as caracteristicas dos liquidos idnicos
podem ser manipuladas a partir da sua sintese combinada tem promovido varios esforgos para
producdo de LlIs biodegradaveis (GATHERGOOD et al., 2004). Outra alternativa para
minimizar os possiveis efeitos negativos do descarte de LIs no meio ambiente é a sua
recuperacao e/ou reciclagem, cuja metodologia de extracdo depende do processo no qual o LI
é aplicado (ALVAREZ-GUERRA et al., 2014; CLAUDIO et al., 2014).
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Segundo ROGERS et al. (2012), esses solventes ndo convencionais tém atraido um

grande interesse por possuir caracteristicas fisico-quimicas atrativas para inUmeros processos

quando comparado com solventes convencionais, tais como:

Vi.

Vii.

Funcionam como excelentes solventes para um amplo nUmero de materiais organicos e
inorganicos. Isso possibilita a sua utilizacdo em reacbes com ambos os tipos de
reagentes, tornando-os, portanto, vidveis e extremamente atrativos do ponto de vista

tecnoldgico e industrial;

A capacidade inflamavel é desprezivel porque esses solventes ndo sdo volateis. Assim,
os liquidos idnicos podem ser usados em elevadas temperaturas, diminuindo os riscos.

Além disso, podem ser considerados como solventes combustiveis;

Possibilidade de recuperacdo, remocao e reciclagem devido a alta estabilidade térmica

e quimica;

A boa condutividade elétrica e grande mobilidade i6nica favorece o alto potencial
eletroquimico. No mais, a janela eletroquimica estavel dos LIs minimiza processos de

oxidacdo ou reducdo sobre um eletrodo;

As propriedades cataliticas em sintese organica e inorganica sdo amplamente atrativas.
Os LlIs influenciam de forma positiva na seletividade e nos rendimentos em diferentes

reacoes;

A solubilidade dos liquidos idnicos pode ser ajustada para que estes solventes sejam
misciveis com agua e até com alguns solventes organicos. Muitos possuem a capacidade
de dissolver uma ampla gama de &cidos inorganicos e organicos. Isto é importante para

processos que necessitam da dissolucdo de distintos reagentes numa mesma fase;

A hidrofilicidade e a hidrofobicidade dos liquidos idnicos podem ser alteradas a partir

da modificacéo na estrutura dos cations e anions sintetizados.

Os liquidos i6nicos, como os solventes em geral, sdo classificados com base na estrutura

guimica. No entanto, os LIs possuem caracteristicas estruturais que podem ser facilmente

manipuladas, isso faz com que a sua classificagdo seja complexa. De modo geral, os LIs sdo

classificados como praticos e aproticos, com base na divisdo estabelecida entre doadores de
protons (protico) e ndo doadores de prétons (aprotico) (KATO e GMEHLING, 2004). Os Lls



chamados de proticos sdo aqueles formados a partir da combinacéo de um &cido e uma base de
Bronsted, que possuem um proton de grande mobilidade e apresentam vantagens como baixo
custo, simplicidade de sintese e baixa toxicidade (ALVAREZ et al., 2010; YANG et al., 2013).
Os liquidos i6nicos aproticos formam ligacdo de hidrogénio e sdo referidos como os LlIs
constituidos principalmente dos cations organicos a base de imidazolio, piridinio, aménio e
fosfonio. Estes ainda apresentam elevados custos de sintese, o que dificulta sua aplicagdo
industrial (ZOU et al., 2014; CARVALHO et al., 2015).

3.1.1. Liquidos ibnicos a base de fosfonio

Os liquidos idnicos a base de fosfonio (LIFs) sdo uma familia de solventes nédo
convencionais prontamente disponiveis, produzidos por meio da quaternizacdo de um alquil
fosfina com um analogo alcano. No entanto, quando comparados com LIs com cétions a base
de nitrogénio, tais como imidazolio e piridinio, os LIFs ainda tém sido muito menos estudados.
Este fato pode ser atribuido a dificuldade na sintese de materiais derivados de fosfina, como
por exemplo, o tributilfosfina (DEL SESTO et al., 2005; ATEFI et al., 2009; FRASER et al.,
2009; COWAN et al., 2016).

Os primeiros relatos a respeito de liquidos i6nicos a base de fosfénio foram publicados
na década de 1970, entretanto, somente apds o ano de 1990 que o tributilfosfina tornou-se
disponivel comercialmente. A partir de entdo, uma variedade de anions vem sendo sintetizado
juntamente com o cation fosfénio e estdo disponiveis em escala comercial desde 2008,
principalmente pela Cytec Industries Inc., como mostra a Figura 1 (BRADARIC et al., 2003).
Naturalmente, nem todos estes sais de fosfénio sdo liquidos a temperatura ambiente, mas por
meio de combinacdo cuidadosa das propriedades do cation com as do anion, diversos sais de
fosfonio podem ser sintetizados de forma a atender a definicdo geral do LIs, como pontos de
fusdo inferiores a 100°C. Geralmente, os LIFs apresentam densidade entre 0,88 e 1,07 g/cm3 e
temperatura de decomposicéo entre 250 e 400°C (HERRIOTT et al., 1975).
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Figura 1: Cétion fosfonio e exemplos de &nions que podem ser emparelhados para produzir liquidos iénicos a
base de fosfonio.

Fonte: Adaptado de Bradaric et al., 2003.

Os LIFs foram testados em diferentes estudos, tais como solventes de extragéo, solventes
de sintese quimica, eletrolitos em baterias, protetores contra corrosdo, entre outros
(MATSUBARA et al., 2015). Em algumas aplicacdes, os LIFs ofereceram propriedades
superiores aos LIs a base de imidazdlios e piridinios, como maior estabilidade térmica e menor
viscosidade (JEEVAPANI et al., 2014). Por estas razdes, LIFs ja estdo sendo desenvolvidos e
aplicados como solventes, catalisadores de transferéncia de fase, meios de eletroquimica,
agentes de esfoliacdo para argilas, catalisadores, biocatalisadores e em reagdes de policarbonato
em alta temperatura (MIRAU et al., 2008; FRASER et al., 2009; MATSUBARA et al., 2015).

3.2. ENZIMAS E LIQUIDOS IONICOS

Enzimas sdo biocatalisadores, geralmente, de natureza proteica produzidas por animais,
plantas e micro-organismos, formadas por uma extensa cadeia de aminoacidos unidos por meio
de ligacOes peptidicas. Estas operam em condi¢des brandas de pH, temperatura e presséo,
dependendo da forca ibnica do meio para que nao ocorra a desnaturacéo e perda da sua atividade
catalitica. Uma das principais caracteristicas destes biocatalisadores é que as reacfes na sua
presenca atingem velocidades muito maiores que as reag0es na presenca de catalisadores
guimicos (BON et al., 2008; ARMENTA et al., 2015). Além disso, devido a sua elevada

especificidade, um maior rendimento do processo pode ser atingido, permitindo a obtencao de



produtos biodegradaveis e reduzindo a quantidade de residuos gerados (DE CASTRO et al.,
2014).

Dentre as enzimas, as lipases (glicerol éster hidrolases EC 3.1.1.3) tém alcancado um
destaque cada vez maior no cenario da biocatalise, estimulado sobretudo pelos avangos em
processos biotecnoldgicos (sintese organica e quiral), biodiesel, 6leos e gorduras e produtos
farmacéuticos (GUNCHEVA e ZHIRYAKOVA, 2011). As lipases ttm como funcédo natural a
hidrolise de triacilglicer6is em acidos graxos e glicerol, além de catalisar reacdes de
esterificacdo, transesterificacdo (interesterificacdo, alcdolises e aciddlises), aminolise (sintese
de amidas) e lactonizagéo. Estas sdo originadas de plantas, animais ou micro-organismos e
devido a essa ampla disponibilidade, seletividade e relevante capacidade de operar em meios
organicos a sua aplicacdo tornou-se atraente para um grande nimero de areas industriais, como
nas industrias de alimentos, detergentes, artigos de couro, téxteis, cosméticos e produtos
farmacéuticos (PAQUES e MACEDO, 2006; BON et al., 2008; LIU et al., 2011; GOG et al.,
2012; MOURA et al., 2012; ZHANG et al., 2012; BARBOSA et al., 2012; NARWAL e
GUPTA, 2013).

A partir do expressivo interesse em liquidos idnicos e com o objetivo de otimizar ainda
mais as reacOes biocataliticas, diversos grupos de pesquisas em todo mundo relatam reagdes
cataliticas que foram testadas e modificadas com sucesso a partir da adigdo desses “solventes
verdes”. O primeiro trabalho referente a biocatélise com a combinacdo enzimas e LI foi
publicado em 2000 e, desde entdo, 0 nimero de publicacBes destinados ao estudo de reagdes
catalisadas por enzimas na presenca de liquidos idnico tem aumentado bruscamente nos Gltimos
anos (GAO et al., 2015).

A Figura 2 exibe, ao longo dos Gltimos 16 anos, o resumo do crescente nimero de artigos
em que as palavras-chave “ionic liquid” ¢ “enzyme” sdo usadas. O nimero de pedidos de
patentes emitidos ou pendentes segue uma tendéncia similar. Coletivamente, esses estudos
tém resumido diferentes aspectos do uso de biocatalisadores combinados com liquidos
ibnicos, em que questdes fundamentais relacionadas com os efeitos de LIs sobre a estrutura,
atividade e estabilidade de enzimas tém sido exploradas. Também sdo avaliados os impactos
da utilizacdo de LIs como agentes modificadores de suportes sélidos, bem como aditivos
adicionados durante a imobilizacdo do biocatalisador, empregando uma variedade de
combinacg6es de enzimas e liquidos idnicos em diferentes sistemas de reacdo. A fim de obter

produtos quimicos biodegradaveis mais seguros e reduzir ou eliminar totalmente os residuos
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(YANG, 2009; ZHAO et al., 2010; MONIRUZZAMAN et al., 2010; SOUZA et al., 2013;
REHMANN et al., 2014; CABRERA-PADILLA et al., 2015; FINDRIK et al., 2016).

A justificativa para o relevante crescimento em publicagdes referente ao uso de enzimas
juntamente com LIs é o fato de que esta combinacdo pode aumentar ou inibir a atividade
enzimatica, ao contrario do que normalmente ocorre com o uso de solventes convencionais, que
inibem a atividade catalitica e promovem a desnaturagdo da enzima (RANTWIK e
SHELDON, 2007; ZHAO, 2016). O incremento na atividade catalitica ocorre devido as
caracteristicas dos LlIs, ja que suas propriedades podem ser ajustadas de forma a favorecer o
desempenho enzimatico. As incontaveis combinages entre cations e anions podem contribuir
para uma maior estabilidade da enzima (FINDRIK et al., 2016).
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Figura 2: Quantidade por ano de artigos publicados e as cita¢fes associadas as palavras-chave “ionic liquid” e
“enzyme” no site Web of Science, entre os anos de 2000 e 2016.

3.2.1. Lipase Burkholderia cepacia

A lipase Burkholderia cepacia (LBC) é uma proteina que possui 33 kDa de massa molar,
com dimensdes aproximadas de 3nm x 4nm x 5nm (60nm?3) e 320 residuos de aminoacidos de
Serina, Histidina, Aspartato, entre outros (KIM et al., 1997). A LBC possui boa atividade em
uma ampla faixa de pH (3,5-11), no entanto, apresenta pH 6timo entre 7 e 8 e, geralmente, é
empregada na producdo industrial para sintese de compostos quirais e ésteres (BARON et al.,
2004; BARBE et al., 2009). A Figura 3 ilustra a estrutura tridimensional da LBC, onde as fitas
estdo representadas por setas () e hélices (o). A tampa que engloba a regido entre 118 e 159 é

representada em vermelho, o subdominio voltado para a tampa (214-261) estd na cor azul, a
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regido 1-117 é colorido em roxo, a regido 160-213 em cinza e a regido 262-320 em marrom. A
posicdo do fon Ca?* esta indicada por uma esfera na cor lilas. A triade catalitica (587, D264 e

H286) e os residuos de aminoacidos (L17 e Q88) sdo mostrados na forma de bastao.

Tampa
Subdominio (118-159)

(214-261)

Regido
(160-213)

Regifo i
(262-320) YR

Regido
(1-117)

Figura 3: Representacéo da estrutura tridimensional da lipase de Burkholderia cepacia.
Fonte: Adaptado de Barbe, 2009.

Uma caracteristica importante deste tipo de lipase € a presenca de uma regido movel,
denominado de “tampa”, que altera a sua conformacéo de diferentes formas, dependendo do
ambiente em que se encontra. Tornando a triade catalitica ou sitio catalitico acessivel (“tampa
aberta™) para os substratos ou protegido (“tampa fechada”) do ambiente externo. Assim, a
“tampa”, que possui caracteristicas variadas de acordo com cada tipo de enzima, sofre
rearranjos conformacionais drasticos que torna a enzima inativa (“tampa fechada) ou ativa
(“tampa aberta”) (VERGER, 1997; BON et al., 2008).

De modo geral, a conformacéo aberta (Figura 4A) prevalece quando existe afinidade entre
o sitio catalitico da enzima e o substrato, que ocorre geralmente em meios organicos e nas
interfaces agua/lipidios, onde as lipases sdo altamente ativas. A conformacéo fechada (Figura
4B) e predominante em meios aquosos, indicado pela baixa atividade lipolitica para maior parte
das lipases em agua (REIS et al., 2009). Nédo s6 a conformagdo da “tampa” (grau de abertura),
mas também a sua natureza anfifilica desempenha um papel fundamental na atividade das

lipases, que caracteriza regides hidrofilicas soliveis em meio aquoso e regides hidrofdbicas
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insolUveis em &gua e sollveis em lipidios e meios orgéanicos. Além disso, a sequéncia especifica
de aminoécidos demonstra um papel-chave na especificidade dessa classe de enzimas
(SECUNDO et al., 2006; BELLE et al., 2007; RANALDI et al., 2009).

Figura 4: Representacdo das mudancas conformacionais que ocorrem na lipase Burkholderia cepacia. A regido
da tampa € representada em vermelho e a regido em azul indica o subdominio. A triade catalitica e os residuos de
aminodcidos séo ilustrados em amarelo. (A) Estrutura da LBC com a tampa na conformac&o aberta (B) Estrutura

com tampa na conformacdo fechada.

Fonte: Adaptado de Barbe et al., 2009.

Trodler et al. (2009), realizaram uma analise detalhada por meio de vérias simulacfes de
dindmica molecular da conformacéo aberta e fechada da lipase Burkholderia cepacia em agua
e tolueno, a fim de investigar a influéncia desses solventes na estrutura, dindmica e transicao
conformacional da tampa. Os resultados mostraram que as transi¢cdes conformacionais da tampa
sdo ligeiramente dependentes do solvente. Nas simulacfes em &gua, a tampa da LBC
permaneceu fechada sem qualquer alteragéo significativa na sua conformagdo. Enquanto que
nas simulacfes realizadas em tolueno, notou-se uma abertura gradual da tampa da LBC,
expondo seu sitio catalitico. No estudo realizado por Barbe et al. (2009), os autores avaliaram
a movimentacdo da tampa da LBC em agua e na interface hexano-agua, por meio de simulacGes
de transi¢cbes conformacionais. Os resultados indicaram que a tampa se manteve na
conformacdo fechada na presenca da &gua, e apresentou a abertura da tampa na interface
hexano-agua.
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3.2.2. Liquidos idnicos como ativadores/inativadores de enzimas

Sistemas utilizando liquidos idnicos e enzimas numa mesma reacdo ja foram descritos ha
algum tempo, mas somente nos ultimos anos o potencial dessa combinacdo foi reconhecido
(SHELDON, 2001; CANTONE et al.,, 2007). LlIs séo relatados como solventes néo
convencionais apropriados para aumentar a atividade e consequentemente a estabilidade de
enzimas, em contraste com solventes organicos comuns (Tabela 1). A partir de entdo, novas
aplicacdes de enzimas na presenca de LIs foram surgindo (SHU et al., 2011; NORDWALD e
KAAR, 2013). No entanto, dependendo da natureza da enzima e das caracteristicas do LI, esse
aditivo pode ou ndo ser apropriado para a reagdo. Assim, ¢ indispensavel avaliar de forma mais
especifica os parametros que influenciam o comportamento das enzimas em presenca de LIs
(PAPADOPOULOU et al., 2013; MATSUBARA et al., 2015).

Segundo Zhao (2005), LIs com cétions com cadeias catidbnicas maiores promovem
maiores beneficios para a atividade enzimatica quando comparado com LIs com cadeias
catidnicas menores, a depender da natureza do anion associado. A razdo para isto € que LIs com
maiores cadeias catibnicas apresentam caracteristicas hidrofobicas e assim, oferecem menor
tendéncia para desestabilizar as moléculas de agua essenciais para a manuten¢do da enzima.
Dessa forma, verificou-se que os LIs hidrofobicos mantiveram e até aumentaram a atividade e
estabilidade da lipase avaliada. Enquanto que LIs com caracteristicas hidrofilicas, removeram

as moléculas de agua presentes na camada de hidratacao e reduziram a atividade da enzima.

A inativagdo e subsequente desestabilizagdo de enzimas em LlIs, embora ndo seja bem
compreendida, pode ser atribuida a interacdo direta entre enzimas e o LI. Estudos sugerem que
a estabilidade e ativacdo da enzima sdo altamente dependentes de alguns fatores, tais como:
conformacao estrutural da enzima; interacdo por forcas eletrostaticas; ligagdes de hidrogénio e
hidrofébicas; e remocdo de moléculas de agua essencial para atividade da enzima, que séo
ligeiramente influenciadas pela hidrofobicidade/hidrofilicidade do cation e &nion do LI
(KUMAR e VENKATESU, 2014; GAO et al., 2015).
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Tabela 1: Aplicagdo de liquidos idnicos como ativadores/inativadores de lipases.

Liquido 16nico Fonte de lipase Referéncia

Cloreto de 1-etil-3-
metilimidazolio
Cloreto de 1-metil-3-
octilimidazélio

Trifluormetanosulfonato de 1-

butil-3-metilimidazolio Candida antarctica Ventura et al., 2012

Acetato de 1-butil-3-
metilimidazolio

Cloreto de 1-butil-3-
metilimidazolio

Cloreto de 1-butil-3-
metilimidazélio Candida rugosa
Nordwald e Kaar, 2013
Etilsulfato de 1-etil-3- Carica papaya
metilimidazélio

2-hidroxi-N-metiletanoamonio
bis(2-hidroxietil)aménio Agaricus bisporus Papadopoulou et al., 2013

2-hidroxietilamonio

tributil ([2-
metil]metoximetil)fosfonio
C16(PEG)10SO4

tributil(2-metiletil)fosfonio

C16(PEG)10504 Burkholderia cepacia Matsubara et al., 2015

tributil(n-octil)fosfonio
C16(PEG)10SO4

tributil(n-hexadecanil)fosfonio
C16(PEG)10S04)

1-hexil-3-metilimidazolio

hexafluorfosfato Candida rugosa Suetal., 2016

15



A agua aumenta a mobilidade e a flexibilidade dos sitios cataliticos e, simultaneamente,
a manutencdo da estrutura proteica. No entanto, a quantidade de &gua necesséria para a catélise
depende das caracteristicas de cada enzima e do meio (LIMA e ANGNES, 1999; BALL, 2008).
De forma geral, solventes muito polares ou hidrofilicos podem prejudicar a estabilidade
enzimética ao interagir com a agua e desestabilizar a camada de hidratacdo da enzima.
Solventes hidrofobicos possuem uma menor capacidade de afetar a camada de hidratagdo da
enzima. Assim, conservam a camada de hidratacdo ao redor da enzima, o que favorece a
atividade enzimatica (COLLINS et al., 2007).

Os ions do LI dao origem a cations e &nions que, de acordo com a natureza e concentracao,
podem afetar o desempenho da enzima (SCHIFFER et al., 1996). A Figura 5 ilustra os efeitos
relevantes que os ions tém na atividade enzimatica, que € normalmente estabilizada por anions
cosmotropicos e cations caotrépicos, predominantes em liquidos idnicos hidrofébicos. A
proteina é desestabilizada por &nions caotrdpicos e cations cosmotropicos, presentes geralmente
em LlIs hidrofilicos (YANG et al., 2013; ZHAO, 2016).

\ LI

' hidrofilico
anions

caotrépicose -

anions cosmotropicos
e cations caotrdpicos

Figura 5: llustracdo das interacdes entre liquidos i6nicos hidrofébicos (Anions cosmotrépicos e cations
caotropicos) e hidrofilicos (anions caotropicos e cations cosmotrépicos) e a lipase Burkholderia cepacia.

Fonte: Adaptado de Zhao, 2016.

by

Anions cosmotropicos competem com moléculas da agua associadas & camada de

hidratagdo da enzima, devido a sua forte interacdo com a agua. Isto faz com que a enzima
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minimize a area exposta ao solvente, estimulando o estado compacto da enzima devido ao efeito
hidrofébico (CHEN et al., 2010; ZHANG et al., 2012). No caso dos anions caotropicos, ocorre
0 processo contrario, ja que os mesmos tém baixa afinidade com agua e alta polarizabilidade,
assim, esses anions ligam-se a interface agua-enzima, desestabilizando a estrutura da proteina
(COLLINS et al., 2007; REMBERT et al., 2012). Cétions apresentam efeito menor quando
comparados com anions com mesma densidade de carga, pois agem indiretamente através da
interacdo com o anion (GIBB et al., 2011; KUMAR e VENKATESU, 2014). Neste contexto,
0 estudo da influéncia das interacdes entre liquidos idnicos hidrofébicos e hidrofilicos faz-se a
partir do estudo preliminar da estrutura da enzima e do seu comportamento na presenca de
outros solventes (ZHAO et al., 2015).

Ventura et al. (2012), avaliaram o efeito da concentracdo, do tamanho de cadeias
catidnicas e dos anions de liquidos i6nicos a base de imidazoélios de natureza hidrofilica sobre
a atividade enzimética da lipase B de Candida antarctica. Os resultados indicaram que o carater
hidrofilico dos LIs provocou efeito negativo sobre a camada de hidratacdo da enzima e,
consequentemente sobre a atividade da lipase, com maior perda de atividade para a maior
concentracdo de LI. Em relacdo a variacdo da cadeia catidnica, notou-se que o aumento da
cadeia dos Lls hidrofilicos reduziu drasticamente a atividade, a qual causou uma maior

capacidade do liquido ibnico para obstruir o sitio catalitico ndo polar da enzima.

Em um estudo mais recente, Matsubara et al. (2015), sintetizaram quatro liquidos idnicos
a base de fosfénio com diferentes cadeias catibnicas (tributil([2-metilJmetoximetil)fosfonio
C16(PEG)10SO4, tributil(2-metiletil)fosfonio  Ci6(PEG)10SOs,  tributil(n-octil)fosfonio
C16(PEG)10SOs, tributil(n-hexadecanil)fosfonio C16(PEG)10S04), que foram utilizados como
agentes de ativacdo por revestimento da lipase Burkholderia cepacia por meio do processo de
liofilizacdo. Os resultados indicaram que a parte catiénica dos LIs desempenha um papel crucial
na modificacdo da atividade enzimatica, uma vez que foram verificados diferentes valores de
velocidades reacionais com a variagdo do comprimento do cation. Ademais, 0s autores também
evidenciaram que apos o revestimento com os liquidos i6nicos a base de fosfonio, foi possivel
armazenar a LBC em dessecador a temperatura ambiente por mais de um ano, sem qualquer

perda da sua atividade enzimatica.
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3.3. BIOCATALISADORES IMOBILIZADOS

O enorme potencial catalitico oferecido pelas enzimas para 0os mais variados tipos de
reacOes € indiscutivel (GRAY et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013). No entanto, uso de
enzimas solUveis apresenta desvantagens no que diz respeito a estabilidade operacional e de
armazenamento, devido a complexidade e sensibilidade da sua estrutura tridimensional,
fundamentais para a atividade enzimatica (SHELDON et al., 2011; HANEFELD et al., 2013).
As condicdes 6timas sdo especificas de cada tipo de enzima, mas geralmente na sua forma livre
estas sdo inativadas quando estdo expostas a condigdes drasticas, tais como temperaturas
elevadas e variacdo de pH (CANTONE et al., 2013). A baixa estabilidade térmica, o intervalo
estreito de pH, a impossibilidade de recuperacéo e reuso devido a perda da atividade enzimatica
depois de um ciclo, sdo os maiores obstaculos para a utilizacdo de enzimas em muitos
processos, pois as enzimas apresentam alto custo (DICOSIMO et al., 2013; JESIONOWSKI et
al., 2014).

Entre os véarios métodos usados para amenizar estas desvantagens, a maior estabilizagdo
foi obtida por meio da imobilizacdo de enzimas em um suporte solido e, certamente, este é o
método mais aplicado (ZHAO, 2010). Assim, em contraste com a aplicacdo de enzimas sollveis
na industria, biocatalisadores imobilizados (BI) oferecem vantagens no que diz respeito & maior
estabilidade, possibilidade de reutilizagao, capacidade de reciclagem, bem como aplicagdes em
reatores continuos (LIESE e HILTERHAUS, 2013). O termo imobilizacdo de enzimas foi
definido no inicio da década de 1970, pela Primeira Conferéncia sobre Engenharia Enzimatica
que definiu a técnica como: “enzimas ou sistemas enzimaticos fisicamente confinados ou
localizados em uma regido definida do espaco com retencdo de suas atividades cataliticas, e

que podem ser usadas repetida e continuamente” (BON et al., 2008).

A Figura 6 mostra os principais parametros para obtencao de uma imobilizacao eficiente,
gue levam em conta caracteristicas estruturais da enzima (atividade especifica, estabilidade e
seletividade), composicdo quimica e superficial do material empregado como suporte (tipo de
material, porosidade e area superficial), além do tipo de ligacdo entre a enzima e o suporte
(HANEFELD et al., 2009; SHELDON e PELT, 2013). A fim de obter bons resultados quanto
ao carregamento de enzima em relacdo a unidade de massa de suporte e estabilidade do
biocatalisador imobilizado e reducéo de custos no processo (BAYNE et al., 2013; BOLIVAR
et al., 2016).
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De modo geral, a imobiliza¢do de enzimas promove efeitos benéficos no que diz respeito
a estabilidade, devido as interagdes fisicas e quimicas entre o suporte e as moléculas da enzima,
possibilitando a sua reutilizacéo, o que contribui para 0 aumento da vida Util e reducéo do custo
do biocatalisador (MEUNIER et al., 2012). Além disso, o uso de enzimas imobilizadas permite
reacOes com catélises heterogéneas, facilita a separacdo de produtos e, em muitos processos,
reduz a geracao de efluentes, minimizando os impactos ambientais (MILETIC et al., 2012).

IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

EZIMA SUPORTE
. Atividade especifica . Material
Caracteristicas do - LIGAGAO Estabilidade mecanica
biocatalisador Estabilidade Porosidade Tipo de reator
Seletividade Area superficial

Alta estabilidade
Carregamento enzimatico
Redugao de custo no processo

Figura 6: Principais parametros relacionados a enzima, suporte e tipo de ligacdo para obtencéo de uma
imobilizacéo eficiente.

Fonte: Adaptado de Bolivar et al., 2016.

Os métodos de imobilizagdo sdo classificados a partir do tipo interagdo que ocorre entre
a enzima e o suporte, que pode ser fisica ou quimica, ou das caracteristicas da matriz.
Geralmente, esses métodos sao classificados de trés diferentes formas: ligacdo ao suporte,
ligagdo cruzada e encapsulacdo. Além disso, a ligacdo entre a enzima e o suporte pode
classificar os métodos de imobilizacdo como reversiveis e irreversiveis. Na imobilizacéo
irreversivel, uma vez em que as enzimas estdo ligadas ao suporte, elas ndo podem ser

desconectadas sem destruir a atividade da enzima e do suporte (ES et al., 2015).

Adsorcao fisica, ligacdo covalente e encapsulacdo sdo os métodos mais utilizados para
imobilizacdo de enzimas. As tecnicas de imobilizacdo por adsorcao fisica da enzima em um
suporte por meio de forgas fisicas e ligacfes ndo covalentes (ligacdo de afinidade e quelacéo),
sdo métodos de imobilizacdo reversiveis. Porém, a técnica de ligacbes covalentes, que ocorre

entre os residuos terminais da enzima e os grupos funcionais do suporte ou entre duas ou mais
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moléculas de enzima, além da imobiliza¢do por encapsulagéo e ligagdes cruzadas sdo métodos
irreversiveis (GUNCHEVA et al., 2011; SHELDON et al., 2013). Cada uma dessas técnicas

tem suas vantagens e desvantagens, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2: Vantagens e desvantagens dos principais métodos de imobilizacdo de enzimas.

Meétodo de

Imobilizacéo

Adsorcao Fisica Ligacdo Covalente Encapsulacéo

Baixo custo, simples,
ndo ocorre modificacdo
Vantagens quimica da enzima e
pode ser possivel a
reutilizacdo do suporte.

N&o é afetado pelo pH,
forca idnica do meio ou  N&o ocorre modificacéo
concentragéo do quimica da enzima.
substrato.

Apresenta limitacdo de

A imobilizagdo pode difusédo, susceptivel a

ocorrer apenas na N&o é possivel R .
superficie e dessorcdo regenerar o suporte e inativagdo da enzima e
Desvantagens perticie ¢ 9 P ocorre perda continua de
da enzima com o apresenta um alto custo. . .
atividade devido ao
tempo/uso.

tamanho dos poros.

Fonte: DE CASTRO et al., 2008.

3.3.1. Adsorcdo fisica

Adsorcdo fisica (ADS) é o método de imobilizacdo que consiste em uma ligacdo simples
entre a enzima e o suporte, por meio de forgas fisicas com interagdes fracas, tais como forgas
de van der Waals, ligacdes de hidrogénio, hidrofébicas e interacdes ibnicas (MATEO et al.,
2007; MANOEL et al., 2015). Como a ligacdo é fraca, a imobilizacdo ndo altera a estrutura
nativa da enzima, o que mantém o0 seu sitio ativo intacto e conserva a sua atividade
(HERNANDEZ e FERNANDEZ-LAFUENTE 2011; HWANG e GU 2013). Entre os varios
métodos existentes, a adsorcao fisica é o mais estudado e empregado no setor industrial para

imobilizacdo de lipases em diversos tipos de suportes, como mostra a Tabela 3.

Quando comparado com outros métodos de imobilizacdo, a ADS apresenta vantagens
pelos seguintes aspectos: condi¢Oes brandas e operacOes faceis; baixo custo relativo de
materiais de suporte e processo de imobilizacdo; ndo requer adicdo de aditivos quimicos durante
a adsorcéo; regeneracdo facil dos suportes para reciclagem e alta recuperacédo de atividade das

enzimas; e reutilizacdo do suporte por dessor¢do de moléculas inativas de enzima localizadas
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na superficie do biocatalisador (ZHANG et al., 2012; CUNHA et al., 2014). De modo geral,
qualquer suporte pode ser aplicado na imobilizag&o da enzima por ADS. Entretanto, nem todas
as enzimas podem ser imobilizadas em todos os tipos de suporte. A razdo € que para que ocorra
uma adsor¢do bem-sucedida, algumas condicdes tém de ser atendidas, entre os quais a afinidade
entre a enzima e 0 suporte € a mais importante. Isto é assegurado pela presenca dos grupos
ativos especificos sobre o suporte, que permitem a ligacdo enzima-suporte (ZHAO et al., 2015).

Tabela 3: Aplicacdo de adsorcdo fisica para imobilizacdo de lipases em diferentes suportes.

Classificacao

do suporte Suporte Fonte de lipase Referéncia
Poliacrilonitrila Pseudomonas cepacia Sakai et al., 2010
Poliacrilato B Candida antarctica  Jun et al., 2013
PHBV Candida rugosa Cabrera-Padillaet al., 2015
Organicos
Poli-hidroxibutirato ~ Geotrichum candidum Ramos et al., 2015
PHBV Bacillus sp. Cabrera-Padillaetal., 2015
Poli-metacrilato Thermomyces Lage et al., 2016
lanuginosus
Silica Rhizopus oryzae Kharrata et al., 2011
MCM-41 Candida rugosa Katiyar e Ali, 2012
Inorganicos
Silicato Hidrofébico  Candida sp. Zhao et al., 2014
Silica Candida rugosa Yuetal., 2015

3.3.2. Liquidos idnicos como aditivos durante a imobilizagéo de enzimas

A utilizacdo de aditivos durante o processo de imobilizacdo de enzimas é uma das

abordagens descritas na literatura com o objetivo de otimizar o preparo de biocatalisadores
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imobilizados. A principal razdo para isto € que a presenca desses aditivos pode influenciar
positivamente a atividade e estabilidade de biocatalisadores imobilizados (ZARCULA et al.,
2010). Dentre os aditivos utilizados, os liquidos ibnicos tém ganhado destaque por favorecer o
aumento da atividade enzimatica, bem como causar modificacBes estruturais em suportes,
promovendo um aumento no rendimento de imobilizagéo e estabilidade operacional para os
biocatalisadores imobilizados (LEE et al., 2007; VILA-REAL et al., 2011). A Tabela 4 exibe

estudos voltados para a aplicacédo de diversos LIs durante o processo de imobilizagéo.

Cabrera-Padilla et al. (2015), utilizaram 1% (m/v) de liquidos i6nicos a base de
imidazdlios como aditivos durante a imobilizacdo por adsorcdo fisica da lipase Candida rugosa
em suporte de Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV). Foi investigada a influéncia
do ndcleo e do tamanho da cadeia catidnica, além das caracteristicas dos anions no processo de
imobilizacdo. As caracterizacOes fisico-quimica e morfoldgica revelaram bons resultados para
a imobilizacéo da enzima na presenga dos LIs, com melhor rendimento de imobilizagdo (78%)

para o LI com ndcleo catiénico mais hidrofébico, com maior cadeia e &nion mais hidrofébico.

No estudo realizado por Souza et al. (2013), liquidos i6nicos aproticos baseados em
monoetanolamina com diferentes comprimentos de cadeia catibnica e em diferentes
concentracOes foram utilizados para encapsulacdo da lipase Burkholderia cepacia pela técnica
sol-gel. Os resultados mostraram um aumento na eficiéncia catalitica de 35 vezes para o sistema
imobilizado na presenca de LI quando comparado com o sistema sem o aditivo. Esse efeito
positivo foi atribuido as modificacdes que o LI provocou nos poros e na superficie do suporte,
além da protecdo na camada de hidratacdo ao redor da enzima, evitando a desnaturacdo da
enzima pela presenca de alcool durante a encapsulacdo. No que diz respeito a influéncia do
tamanho da cadeia cationica, foi observado que o LI com maior cadeia promoveu os melhores
resultados de rendimento de imobilizacdo e melhor efeito positivo na estrutura morfolégica da

silica, devido ao seu carater mais hidrofébico.

Na literatura, além de estudos envolvendo o uso de liquidos iGnicos como aditivos durante
a imobilizacdo de enzimas, existem alguns relatos da aplicacdo de LIs como agentes

modificadores de suportes, como por exemplo a silica.
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Tabela 4: Aplicacdo de liquidos idnicos como aditivos na imobilizacdo de enzimas.

Tetrafluorborato de 1-etil-

3-metilimidazélio

Tetrafluorborato de 1-

propil-3- metilimidazolio

Tetrafluorborato de 1-
butil-3- metilimidazélio

Tetrafluorborato de 1-etil-3-
metilimidazolio

Bis(trifluorometilsulfonil)amida
de 1-etil-3-metilimidazélio

Acetato de N-
metilmonoetanolamina

Propinato de N-
metilmonoetanolamina

Cloreto de 3-metilpiridinio-1-
butil

Cloreto de 3-metilimidazolio-1-
butil

Liquidos Dicianamida de 1-butil-3-
lonicos Tetrafluorborato de 1- Trifluoracetato de metil- Butirato de N- metilimidazolio
hexil-3- metilimidazolio trioctilaménio metilmonoetanolamina Bis(trifluorometilsulfonil)amida
Hexafluorfosfato de 1- Tetrafluorborato de 1-butil-4- Pentanoato de N- de 1-butil-3-metilimidazolio
butil-3- metilimidazoélio metilpiridinio metilmonoetanolamina Bis(trifluorometilsulfonil) de 1-
Tetrafluorborato de 1- etil-3-metilimidazolio
octil-3- metilimidazoélio
) Lipase Pseudomonas ) ) ) ) ) ) )
Enzima Lipase Burkholderia cepacia Lipase Candida rugosa Lipase Candida rugosa
fluorescens
Suporte Silica Tecido de carbono Silica PHBV
Método de y 3 y o
_ o Encapsulacéo Encapsulacéo Encapsulacéo Adsorcao fisica
imobilizacdo
Referéncia Zarcula et al., 2010 Hara et al., 2010 Souzaetal., 2013 Cabrera-Padilla et al., 2015
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3.4. SILICA E AGENTES MODIFICADORES

Tanto as propriedades dos suportes quanto as condic¢des de imobilizacdo tém significante
influéncia na eficiéncia da imobilizacdo. As caracteristicas quimicas e fisicas do suporte, tais
como, polaridade, razdo molar dos grupos hidrofdébicos e hidrofilicos, tamanho da particula,
area da superficie, porosidade e tamanho dos poros podem determinar a quantidade de enzima
imobilizada e sua atividade catalitica apds a imobilizacdo (LIESE e HILTERHAUS, 2013;
JESIONOWSKI et al., 2014). A utilizacdo do suporte com estrutura e caracteristicas adequadas
influéncia diretamente nas propriedades da enzima imobilizada. Dentre as caracteristicas que
devem ser avaliadas para identificacdo de um bom suporte, destacam-se: superficie do suporte;
estabilidade bioquimica, quimica e mecéanica; resisténcia a compactagdo; resisténcia de ataque
microbioldgico; morfologia e composicdo (BON et al., 2008; FERNANDEZ et al., 2013).

A utilizacdo de suportes organicos tem crescido devido a necessidade de novas
alternativas baratas, de facil disponibilidade para os processos de imobilizacéo e a utilizacdo
em larga escala. Estes sdo classificados como naturais (polissacarideos, celulose, proteinas,
biochar, entre outros) e sintéticos (poliestireno, poliacrilatos, polivinilicos, hibridos e etc.)
(CRISTOVAO et al., 2011). No entanto, os suportes inorganicos sio os mais utilizados, por
apresentarem caracteristicas satisfatdrias para a imobilizacdo de enzimas, tais como, resisténcia
ao ataque microbiano e grande area superficial disponivel para a ligacdo da enzima. Existem
também os suportes classificados como minerais (areia, bentonita, pedra-pome, horneblenda,

entre outros) e sintéticos (0xido de ferro, vidro, ceramica, silica e outras) (ISPAS et al., 2009).

Dentre os suportes que podem ser utilizados para a imobilizacdo de enzimas, a silica
(SiO») se destaca por oferecer a possibilidade de modificacdo da sua superficie, além de ser
multifuncional e apresentar boa estabilidade térmica, estabilidade mecénica e seguranca
toxicoldgica, atendendo os principios da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada.
(VILAR et al., 2008; CARVALHO et al., 2015). A silica apresenta estrutura baseada em um
tetraedro, onde cada atomo de silicio se encontra ligado a quatro &tomos de oxigénio e cada
oxigénio se encontra ligado a dois atomos de silicio (ADAM et al., 2012). Este material pode
ser adquirido comercialmente ou ser produzido por diferentes técnicas, onde a mais utilizada

para a imobilizacdo de enzimas € a silica produzida pela técnica sol-gel (ZOU et al., 2014).

A sua producdo envolve varias variaveis, como concentracdo de reagentes, tempo e

temperatura da reacdo, natureza do catalisador e outras. S&o essas variaveis que definem as
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caracteristicas finais do sistema, incluindo a porcentagem de hidrdlise e condensacao de grupos
reativos, densidade de reticulagdo e homogeneidade do material. (SOARES et al., 2006;
CARVALHO et al., 2014). Na técnica sol-gel, a primeira etapa é a pré-hidrolise, com adicéo
de uma pequena quantidade de agua que provoca a substitui¢do dos grupos alcoxidos (OR) por
grupos hidroxilas (-OH). Apos a etapa de pré-hidrolise tem-se a adi¢do de uma solucéo basica,
nesse momento acontece a hidrélise completa e na sequéncia a policondensacéo e a gelacdo dos
solventes. Dessa forma, géis sdo formados por reticulados compostos por grupos silanol (Si-
OH) e ligacGes siloxano (Si-O-Si) mais produtos liberados (SOUZA et al., 2013).

Como pode ser observado na Figura 7, as hidroxilas se encontram ligados quimicamente
na superficie da silica-gel, disponiveis como grupos funcionais de ativagdo do suporte ou como
grupamentos de ligacdo com a enzima (SANTOS et al., 2008; HU et al., 2010). Os grupos -OH
atuam como centros de reacdo e podem ser apresentados de diferentes formas, tais como: (A)
livre (-OH), formando os poros na particula de silica; (B) grupos siloxanos (=Si-O-Si=); (C)
grupos silanois livres (=Si-OH); (D) grupos silanois associados (=Si(OH)2); e (E) por meio de
ligacdo de hidrogénio grupos silandis vicinais ou germinais (BENVENUTTI et al., 2009;
CARVALHO et al., 2015).

A B
o 9 X

Hidroxilas ioands

D g
0 0
A A

g inal
ilandis Assoc® ilanol Ge™

Figura 7: Estrutura da silica e grupamentos presentes.
Fonte: Adaptado de Carvalho et al., 2015.

Asilica é considerada um material de facil obtencao, com vasta aplicacdo na imobilizacéo

de enzimas. No entanto, a fim de aprimorar propriedades como area superficial e tamanho de
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poros, e concomitantemente ampliar a sua aplicacdo industrial, cresce cada vez mais 0 nimero
de estudos voltados para o seu aperfeicoamento (BERNAL et al., 2014). O uso de agentes
modificadores de silica é a forma mais comum para tornar mais eficiente a fixacdo da enzima
neste suporte, entre os mais utilizados estdo o polietilenoglicol (PEG), gelatina, albumina,
caseina, alcool polivinilico (PVA), liquidos hidrofébicos e liquidos i6nicos (LIs) (REETZ et
al., 1996; SOARES et al., 2006; HU et al., 2010; FREITAS et al., 2010; SOUZA et al., 2013).

3.4.1. Liquidos i6nicos como agentes modificadores de silica

Dentre os agentes modificadores de suportes, os liquidos idnicos tém ganhado grande
destaque, como é relatado em alguns trabalhos presentes na Tabela 5. A razdo para isto é o fato
que estudos revelam, a partir de caracterizacGes fisico-quimica e morfoldgica dos suportes e
biocatalisadores imobilizados, que a modificacdo superficial com LIs ndo causa impedimento
na ligacdo da enzima e suporte, pelo contrério, a adi¢cdo desse solvente durante a producéo do
suporte pode favorecer a imobilizacdo do biocatalisador. Isso porque os LIs podem ajustar as
caracteristicas do suporte, tais como area superficial, tamanho e volume dos poros do material
e, consequentemente, fornecer maior superficie disponivel para ligacdo da enzima no suporte,
assim como microambientes adequados para o biocatalisador imobilizado (YANG et al., 2013;
ZOU et al., 2014). Nesse contexto, o uso de liquidos ibnicos como agentes modificadores de
suportes pode produzir biocatalisadores imobilizados com maior eficiéncia catalitica, em
consequéncia da diminuicdo dos efeitos difusionais de substratos e produtos durante a reacéo,
além da melhoria da estabilidade operacional em processos continuos (ISPAS et al., 2009;
SHELDON e PELT, 2013).

Segundo Karout e Pierre (2007), a modificacdo superficial causada pela presenca de LIs
como agentes modificadores pode influenciar positivamente na estrutura da silica, promovendo
0 aumento do tamanho e volume dos poros. No estudo de Hu et al. 2012, a lipase Burkholderia
cepacia foi imobilizada em silica modificada com diferentes LIs a base de imidazolios e os
resultados revelaram que a modificacdo na superficie do suporte foi uma alternativa eficiente
para melhoria da estrutura da silica, devido ao microambiente formado pela amina e o LI,
mantendo assim a conformacéo favoravel da enzima. O que favoreceu as interacfes entre a
enzima e o suporte, promovendo efeitos benéficos em relacéo a estabilidade térmica e opera-

cional, capacidade de reutilizacdo, além de estabilidade de armazenamento e estabilidade em

26



solventes organicos. De acordo com Zou et al. (2014), as propriedades dos Lls sdo
fundamentais para os resultados obtidos na modificacédo do suporte. Foi observado que a cadeia
catidnica mais longa promoveu melhores condicdes para estabilidade da atividade enzimatica
da lipase pancreatica de porco imobilizada, devido a natureza mais hidrofébica. Obtendo
rendimento de imobilizacdo de até 97%, com a atividade catalitica superior a 62% apds cinco
reciclos.

Tabela 5: Aplicacdo de liquidos idnicos como agentes modificadores de silica utilizada para imobilizagdo de
lipases.

Liquido Iénico Suporte Referéncia

Tetrafluorborato de 1-butil-3-metil
imidazolio
Silica Karout e Pierre, 2007
Tetrafluorborato de 1-butil-4-metil
piridinio

Tetrafluorborato de 1-Metil-3-(3-

i o N SBA-15 Zou et al., 2010
trimetoxisilil-propil)-imidazolio

3-Cloropropiltrimetoxisilano-
imidazélio

1-methilimidazélio Silica Hu et al., 2012

2-Bromoetilamina hidrobrometo-
imidazélio

3-cloropropiltrimetoxisilano-

NS Silica Yang et al., 2013
imidazélio

3-aminapropiltrimetilsilano-
imidazélio
Silica Zou et al., 2014
3-mercaptopropiltrimetilsilano-
imidazélio
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Capitulo 4

4. MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS

Neste topico sdo abordados os materiais e metodos utilizados durante o estudo dos efeitos
de liquidos idnicos a base de fosfénio no comportamento da lipase Burkholderia cepacia livre,
na modificacdo superficial de silica utilizada para a imobilizacdo da LBC por adsorcao fisica e

durante o processo de imobilizacdo da enzima por adsorcéo fisica.

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Enzima

Neste trabalho foi utilizada na forma bruta a lipase de origem microbiana Burkholderia

cepacia (2900,00 U/g a pH 7 e 50°C), adquirida comercialmente da Sigma Aldrich.

4.1.2. Liquidos idnicos

Os setes liquidos ibnicos a base de fosfonio estudados neste trabalho foram: cloreto de
tetrabutilfosfonio ([Ps444]Cl) (95% de grau de pureza), cloreto de tributiltetradecilfosfonio
([Pa4214)]Cl) (93% de grau de pureza), cloreto de trihexiltetradecilfosfonio ([Pess(4)]Cl) (95%
de grau de pureza), brometo de trihexiltetradecilfosfonio ([Pses14)]Br) (98% de grau de pureza),
decanoato de trihexiltetradecilfosfonio ([Psssa4)]Deca) (97% de grau de pureza), bis(2,4,4-
trimetilpentil)fosfinato de trihexiltetradecilfosfonio ([Psss4)]Phosp) (98% de grau de pureza),
bis(trifluorometilsulfonil)amida de trihexiltetradecilfosfonio ([Pees14]NTT2) (95% de grau de
pureza). Todos os LIs foram produzidos pela Cytec Industries Inc. e fornecidos gentilmente
pelo Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro, em Portugal. Maiores detalhes das

suas estruturas moleculares com respectivos nomes e abreviaturas sdéo mostrados na Figura 8.
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CATIONS

Tetrabutilfosfonio Tributiltetradecilfosfonio Trihexiltetradecilfosfonio
[P4444]* [Pm(u)r [Psee(u)]‘

CH, CH;
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Figura 8: Liquidos idnicos a base de fosfonio utilizados neste estudo.

4.2. METODOS

4.2.1. Atividade de hidrdélise no azeite de oliva

Na reacdo de hidrdlise do azeite de oliva foi determinada a atividade hidrolitica dos
biocatalisadores, segundo o método descrito por Soares et al. (1999), como ilustrado na Figura
9. O substrato foi preparado pela emulséo de 35 mL de azeite de oliva e 35 mL tampao fosfato
de sédio (0,1M, pH 7,0) e 2,5 g de goma arébica. A reacdo enzimatica foi formada por 5 mL de
substrato, 2 mL de solucdo tampao fosfato de sddio e 1 mL de agua Milli-Q para o branco, 1%
(m/v) do liquido i6nico e 1 mL de solugdo enzimatica (0,1 g de LBC em 1 mL de agua mili-Q)
(Etapa 1) ou 0,1 g do biocatalisador imobilizado (Etapas 2 e 3). A temperatura da reacdo foi
mantida a 37°C em agitacao constante (50 rpm) por 5 e 10 min para a enzima livre e imobilizada,
respectivamente. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 2 mL de uma solucdo de acetona,
etanol e agua (1:1:1). Os acidos graxos liberados foram titulados com solucéo padronizada de

KOH £ 0,04 N, utilizando fenolftaleina como indicador.
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SOLUGAO ANTERIOR (5 mL)
TAMPAO DE FOSFATO DE SODIO

GOMA ARABICA (2,45 mL) (0,1 MpH 7] (2 mL)

AZEITEDEOLIVA (35 mL)  ENZIMAIMOBILIZADA (0,1 g) OU LIVRE

TI}MPAO DE FOSFATO DE (1 mL de dgua mais 0,1 g da enzima) SOLUCAO DE KOH
SODIO [1 M pH 7] (35 mL) I LIFs (1%) I ACETANGLICA (2 mL) PADRONIZADA

FENOLFTALEINA

4 SOLUGAO ANTERIOR (0,33 g) (2 gotas)
v i — S 7
o ed —
= ——- ——— \ —_— \ >
\
6 min / 2\ =Y
\ J ' € ) ‘)
-2 =

10 min ou 5 min /
. 50 rpm
G
37°C TRIPLICATA

- - \ V =

Figura 9: Metodologia de rendimento de imobilizag&o e atividade de hidrélise em azeite de oliva.

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera em 1
pumol de 4cido graxo por min de reagdo, nas condig¢des do ensaio. As atividades foram expressas
em (1 U/g = 1 umoles/g.min) e calculadas por meio da Equagdo 1.

Atividade Hidrolitica (U/g) = (Va= Vi) x M x 1000 (1)

txm

onde Va é o volume da amostra titulada (mL), Vy é o volume do branco titulado (mL), M € a
molaridade da solucdo de KOH (mol/L), t é o tempo de reacdo em minutos e m é a massa da

amostra utilizada na reacao (g).

A atividade relativa da enzima foi calculada conforme Equagéo 2:

Atividade Relativa (%) = Attvidade Hidrolitica . 1) (2)

Atividade inicial da enzima

4.2.2. Silica produzida pela técnica sol-gel

As matrizes de silica foram preparadas empregando a metodologia anteriormente
estabelecida (SOUZA et al., 2013) com algumas modificagcbes, como mostra a Figura 10. A
solucéo etanolica, foi preparada dissolvendo 15 mL de Tetraetilortosilicato (TEOS) em 18 mL
etanol em atmosfera inerte de nitrogénio e foi transferida para um baléo de trés bocas de 250
mL. A solugdo etanodlica foi mantida sob agitagdo durante aproximadamente 5 min a

temperatura ambiente. A esta solucdo adicionou-se lentamente (gota a gota), por meio de funil
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de adigdo, 0,11 mL de &cido cloridrico diluido em 2,5 mL de &gua ultrapura. Apds a lenta adicao
da solucdo pré-hidrolisante, a temperatura foi mantida a 35°C sob agitagdo, durante 80 min.
Para as silicas modificadas (Etapa 2), ap0s esse periodo, adicionou-se 1% (m/v) dos liquidos
ibnicos a base de fosfonio: [Pa4sss]Cl, [Pasaa)]Cl, [Pessa)]Cl, [Pess4)]Deca, [Pessci4)]Br,
[Pess14]NTT2, [Pess(14)]Phosp) e aguardou-se 10 min. Na producéo da silica controle (sem LIFs)
a etapa anterior nao foi realizada. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de hidréxido de aménio
dissolvido em 3 mL de etanol (solucéo hidrolisante), obtendo-se uma solugdo homogénea, e em
seguida a mistura foi mantida em repouso a temperatura de 35°C durante 60 min. O material
foi lacrado no baldo e mantido sob condi¢6es estaticas e gelacdo durante 24h para completar a
policondensacgdo. Apds este periodo, o gel foi retirado do baldo de trés bocas e transferido para
o0 extrator Soxhlet, onde foi lavado com hexano por 6h, para eliminar a presenca do LIF. Apds
a lavagem o material foi mantido em dessecador por 72h.
TEOS (15 ML)

ETANOL (18 ML)

SOLUGAO .
PRE-HIDROLISANTE SOLUGAO HIDROLISANTE
ACIDO CLORIDRICO (0,11 mL) p ETANOL (3AmL)
AGUA (2,5 mL) LIFs (1%) HIDROXIDO DE AMONIO (500 pL)

h2¢

|
I
H
_ 4
.
S
|

LAVAGEM
HEXANO (250 mL)

6 horas |
35°C

72 horas

ATMOSFERA INERTE ATMOSFERA INERTE ATMOSFERA INERTE EXTRATOR SOXHLET
DE NITROGENIO DE NITROGENIO DE NITROGENIO

Figura 10: Metodologia da produgdo da silica pela técnica sol-gel.

4.2.3. Imobilizacao por adsorcao fisica

A lipase Burkholderia cepacia foi imobilizada em silica controle (Etapas 2 e 3) ou
modificada com LIFs (Etapa 2) seguindo a técnica da adsorcdo fisica (ADS) conforme a
metodologia de Soares et al. (2004), com modificagdes (Figura 11). De forma geral, 10 mL de
hexano foi adicionado a 1 g do suporte com agitacéo vigorosa a temperatura ambiente durante
15 min. Em seguida, adicionou-se 10 mL da solucdo enzimatica (0,3 g de LBC em 10 mL de
agua Milli-Q) e, para verificar os efeitos dos LIFs durante o processo de imobilizagdo,

adicionou-se 1% dos liquidos iénicos a base de fosfonio (Etapa 3). O processo de imobilizagdo
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foi mantido sob agitacdo de 50 rpm por 3h, na sequéncia o material é deixado em gelacéo por
24h. Posteriormente, a LBC imobilizada foi lavada por 3 vezes com 30 mL de hexano,

recuperada por filtracdo sob vacuo e mantida por 48h em dessecador.

SUPORTE (1 G)
HEXANO (10 ML)
ENZIMA (0,3 G)
AGUA MILI-Q (10 ML)

| LIFs (1%)
N

HEXANO (3 X 30ML)

.

3 horas y, N\ 24 horas
® 50 rpm € J 4°C
()
25°C

48 horas

Figura 11: Metodologia do processo de imobilizagdo por adsorgdo fisica.

4.2.4. Rendimento de imobilizacéo

O rendimento de imobilizagdo de todos os biocatalisadores imobilizados (Etapas 2 e 3)
foi calculado com base na metodologia descrita no item 4.2.1, por meio da Equacéo 3:

Rendimento de Imobilizacio (%) = % x 100 (3)

onde U, indica a unidade de atividade hidrolitica total presente no biocatalisador e U, é a

unidade de atividade hidrolitica oferecida para imobilizacéo.

4.3. CARACTERIZACOES
4.3.1. Caracterizacdo morfoldgica

As areas superficiais das silicas controle e modificada com LIFs e dos Bls foram
calculadas de acordo com o método Brunauer-Emmett-Teller (BET) (BRUNAUER et al.,
1938). O volume de poros (Vp) e diametro médio dos poros (Dp) foram calculados por meio do
método desenvolvido por Barret, Joyner e Halenda (BJH) (RAMOS et al., 1998), sendo em
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seguida analisados pelo software BET (Modelo NOVA 1200e - Area de Superficie e Analisador
de Tamanho de Poro, Quantschrome Instruments, versdo 11.0), utilizando adsor¢do de N2 a 77
K. Antecipadamente, as amostras foram submetidas a tratamento térmico em estufa a 120°C

por 48h, para eliminar a agua existente no interior dos poros dos solidos.

As micrografias foram obtidas por meio do microscopio eletrénico de varredura marca
JEOL modelo JSM6510 LV, nas dimensdes de 100x, 200x, 500x, 1000x e 2000x. O MEV é
um método que tem como principio de funcionamento a emisséo de feixes de elétrons por um
filamento capilar de tungsténio (eletrodo negativo), por meio de uma diferenca de potencial que
pode variar de 0,5 a 30 kV, capaz de produzir imagens de alta resolugdo (KESTENBACH et
al., 1997).

4.3.2. Caracterizacao fisico-quimica

As caracterizac@es fisico-quimicas das silicas e os biocatalisadores imobilizados foram
realizadas por meio dos métodos de Termogravimetria (TG) e Espectroscopia de Infravermelho

com Transformada de Fourier (FTIR).

A termogravimetria € uma analise térmica fundamentada na variacdo de massa de uma
determinada amostra, resultante de uma transformacgdo quimica (oxidagdo, degradacdo,
decomposic¢do) ou fisica (evaporacdo, condensacgdo, sublimacao) em funcdo do tempo (a uma
temperatura constante) ou da temperatura. A variacdo de massa € medida com o uso de um
equipamento chamado termobalanca, que é constituido de um programador linear de
temperatura acoplado em uma microbalanca eletronica, onde a amostra é resfriada ou aquecida
durante a pesagem (MOTHE e AZEVEDO, 2002). Neste estudo, as curvas termogravimétricas
foram obtidas através do equipamento Shimadzu DTG-60H (DTA-TG simultaneo) sob
atmosfera de nitrogénio, iniciando as curvas a partir da temperatura ambiente até 1000°C a uma

taxa de aquecimento de 20°C/min.

O método de espectroscopia no infravermelho € baseado nas frequéncias de vibragéo
especificas dos atomos que formam as moléculas, que variam de acordo com a estrutura,
composicdo e o0 modo de vibragdo da amostra. A espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier possibilita que o espectro seja obtido de forma mais rapida. Ao invés

de se coletar os dados variando a frequéncia da radiacdo infravermelha, a radiacdo é guiada
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através de um interferémetro. Por meio de uma transformada de Fourier no sinal, obtém-se um
espectro idéntico ao da espectroscopia convencional. A estrutura quimica superficial das
amostras analisadas neste trabalho foi indicada por meio do espectrometro FTIR de refletancia

total atenuada (marca Perkin Elmer), nas faixas entre 4000 e 500 cm™.
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Capitulo 5

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados descritos neste capitulo estdo divididos em trés diferentes etapas.
Inicialmente, s&o apresentados e discutidos os resultados obtidos em relagdo aos efeitos dos
liquidos i6nicos a base de fosfénio aplicados na lipase Burkholderia cepacia livre. Na segunda
etapa, sdo expostos e discutidos os resultados referente ao comportamento da Burkholderia
cepacia imobilizada por adsorcao fisica em silicas modificadas com liquidos idnicos a base de
fosfonio, onde também sdo apresentadas as caracterizacfes morfoldgica e fisico-quimica dos
biocatalisadores imobilizados. Na terceira e Gltima etapa, sdo exibidos e discutidos os resultados
relacionados aos efeitos dos liquidos i6nicos a base de fosfonio quando adicionados como
aditivos durante o processo de imobilizacao por adsorcao fisica da Burkholderia cepacia. Estes
efeitos sdo correlacionados com as caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas dos

biocatalisadores imobilizados.

5.1. EFEITOS DOS LiQUIDOS IONICOS A BASE DE FOSFONIO NA LIPASE
Burkholderia cepacia LIVRE

Nesta secdo sdo discutidos os efeitos dos LIFs sobre a atividade enzimatica da lipase
Burkholderia cepacia aplicada na reacao de hidrolise do azeite de oliva (Etapa 1). Verificou-se

a influéncia do comprimento da cadeia catidnica e do tipo de anion na atividade da enzima.

5.1.1. Efeito do comprimento da cadeia cationica na atividade da lipase Burkholderia cepacia

livre

A Figura 12 mostra o efeito dos liquidos idnicos a base de fosfonio de mesmo anion [CI]
com diferentes comprimentos de cadeia cationica ([Passa]®, [Passaa)]” € [Pesspa)]™) sobre a
atividade da lipase Burkholderia cepacia livre. Os resultados indicaram que a inativacdo da
LBC se tornou mais expressiva na presenca do liquido iénico com cadeia catidbnica mais longa,

seguindo a tendéncia: [P4444]Cl < [P444(14)]Cl < [Pegs(14)]Cl.
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Figura 12: Atividade relativa da lipase Burkholderia cepacia na presenca de liquidos iénicos a base de fosfonio
de mesmo anion [CI]" com diferentes comprimentos de cadeia cationica ([Paaas]*, [Pasaca)]" € [Pess(r4)]?).

Alguns estudos sugerem que o aumento da cadeia cationica induz maiores interagdes do
LI com a estrutura da proteina e, a depender das propriedades fisico-quimica do anion associado
ao cation do LI, pode promover a sua deformacdo estrutural, com consequente inativacao
enzimatica (ATTRI, etal., 2011; ZHAO et al., 2015). Liquidos idnicos sintetizados com anions
mais hidrofilicos podem perturbar ligacGes de hidrogénio e interagir fortemente com a enzima,
promovendo a mudanca conformacional na sua estrutura e, consequentemente, influenciando
na sua atividade e estabilidade (NAUSHAD et al., 2012). O anion [CI] possui forte capacidade
de formar ligacdes de hidrogénio e, por essa razao pode interagir com grupamentos polares da
enzima e desestabilizar a sua estrutura (KLAHN et al., 2011; CLAUDIO et al., 2014). Este fato
pode justificar a diminuicdo da atividade catalitica da lipase Burkholderia cepacia na presenca
dos LIFs [P444s]Cl, [Pasa4)]Cl, [Pess4)]Cl.

A consisténcia destes dados também pode ser verificada no estudo de Ventura et al.
(2012), que utilizaram a lipase B Candida antarctica na presenca de liquidos i6nicos com
cations de diferentes comprimentos de cadeias cationicas. Os autores descreveram que o efeito
do aumento na cadeia catinica sobre a atividade esta relacionado com a natureza hidrofébica

da cadeia lateral do cation associado a anions de natureza hidrofilica, que promove a capacidade
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do liquido ibnico para modificar a estrutura da proteina e, consequentemente, diminuir a
atividade enzimética (KLAHN et al., 2011).

Outra justificativa pode ser atribuida ao fato de que a viscosidade do liquido iénico torna-
se maior com o aumento do comprimento da cadeia catidnica para um anion fixo, devido as
fortes interagBes de van der Waals. A literatura relata que a viscosidade do liquido idnico
também pode afetar a atividade e a estabilidade da enzima, isso porque o aumento da
viscosidade diminui a velocidade das reacdes biocataliticas devido a limitacéo de transferéncia
de massa (MONIRUZZAMAN et al., 2010).

5.1.2. Efeito do anion na atividade da lipase Burkholderia cepacia livre

A fim de elucidar a influéncia do cation com cadeia cationica mais longa ([Pess(14)]")
combinado com diferentes anions sobre a atividade da LBC, a Figura 13 ilustra o
comportamento da atividade relativa da LBC na presenca dos LIFs de mesmo cation [Pess(14)] "
com diferentes anions ([CI], [Br], [Deca]’, [Phosp] e [NTf]).
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Figura 13: Atividade relativa da lipase Burkholderia cepacia na presenga de liquidos iénicos a base de fosfénio
de mesmo cétion [Pess14)]" com diferentes anions ([CI], [Br], [Decal’, [Phosp] e [NTf]).
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Estudos relatam que o efeito do anion sobre a perda de atividade enzimatica esta
associado a capacidade dos ions de formar ligacbes de hidrogénio com a proteina, além de
outras forcas intermoleculares que ocorrem entre 0s ions do L1 e os residuos de aminoacidos da
enzima (LUNGWITZ e SPANGE, 2008; LUNGWITZ et al., 2010; KLAHN et al., 2011;
VENTURA et al., 2012). Os liquidos idnicos com os anions [CI], [Br] e [Deca]” apresentaram
efeito negativo para a atividade enzimética. De acordo com a série de Hofmeister, os anions
[CI] e [Br] séo altamente hidratados, formados na sua maior parte por ions caotrépicos, que
geralmente atuam no sentido de desestabilizar a estrutura da proteina (HOFMEISTER et al.,
1988, YANG, 2009). Entre os anions estudados, o [CI] apresenta a mais forte basicidade de
ligagéo de hidrogénio e, como um bom aceitador, este &nion possibilita uma forte polarizagéo
de carga interna que gera grandes cargas parciais sobre os atomos polares que coordenam
diretamente a enzima, por meio de fortes ligacdes de hidrogénio. Estas interacbes com os sitios
carregados positivamente na estrutura enzimatica podem provocar a sua desnaturacdo e
consequente reducdo da atividade (GAO et al., 2015; SU et al., 2016).

Entretanto, pode-se observar que a selecdo dos anions [Phosp] e [NTf.]" promoveu efeito
positivo para a atividade da lipase. Especialmente para o [NTf]", que apresentou acréscimo de
37,6%, em relacéo a atividade inicial da LBC livre de solvente (LBC-Controle). Neves et al.
(2011), analisaram as propriedades termofisicas dos liquidos idnicos [Pess14)]Cl, [Pess(14)]Br,
[Pessiay]Deca, [Pees(ia)]Phosp, [Pess4)]NTF2, [Pess14]CH3SO3 e [Pess14)]N(CN)2, € seus
resultados indicaram o [Pess(14)]NTf2 € 0 LI mais hidrofobico estudado. Este fato pode justificar
0 acentuado efeito positivo para a atividade da LBC na presenca deste liquido ibnico, uma vez
que estudos afirmam que LIs mais hidrofébicos tendem a manter a estrutura proteica e preservar
a camada de hidratacdo em torno da enzima e, ao mesmo tempo, facilitar o acesso do substrato
ao sitio catalitico, favorecendo assim a hiperativacdo interfacial da enzima (COLLINS et al.,
2007; ZHAO, 2016).

5.2. EFEITOS DOS LIQUIDOS IONICOS A BASE DE FOSFONIO COMO AGENTES
DE MODIFICACAO DA SILICA

Nesta sec¢do séo discutidos os resultados a respeito da atividade relativa e do rendimento
de imobilizacéo da lipase Burkholderia cepacia imobilizada pela técnica de adsorcao fisica em

silica controle e em silica modificada com liquidos i6nicos a base de fosfonio, verificando a
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influéncia do comprimento da cadeia catiénica e do tipo de anion (Etapa 2). Além disso, sdo
avaliados os resultados obtidos por meio das caracteriza¢cdes morfoldgica e fisico-quimica da
silica controle, da silica modificada com LIFs e dos biocatalisadores imobilizados em silica

controle e modificada com LIFs.
5.2.1. Efeito do comprimento da cadeia catidnica na modificacdo superficial da silica

A Figura 14 mostra o comportamento da atividade relativa e o rendimento de
imobilizacéo da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em silica controle e modificada com
liquidos idnicos a base de fosfonio com mesmo anion [CI] e diferentes comprimentos de cadeia

cationica ([Pa444]", [Passa)]” € [Pessaa)] ™).
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Figura 14: Atividade relativa e rendimento de imobilizag&o da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em
silica controle e modificada com liquidos i6nicos a base de fosfénio de mesmo anion [CI]" com diferentes
comprimentos de cadeia cationica ([Passa]*, [Pasaqa)]* € [Pess(ra)]?)-

O desempenho catalitico do biocatalisador imobilizado € diretamente dependente das
caracteristicas da superficie do suporte, tais como area superficial, volume e tamanho dos poros,
além do caréater hidrofébico (CARVALHO et al., 2014). De acordo com o0s dados obtidos, o
uso destes LIFs para a modificacao superficial da silica promoveu efeitos negativos tanto para
a atividade relativa quanto para o rendimento de imobilizacdo. Contudo, contrariamente aos

resultados obtidos com a lipase Burkholderia cepacia livre, os LIFs formulados com céations de
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cadeias catidnicas menores promoveram maior efeito negativo sobre os biocatalisadores
imobilizados, como se segue: [Pess14)]Cl < [Paas4)]Cl < [Pa444]Cl. Uma vez que ndo houve
diferenca significativa nos valores de atividade relativa e rendimento de imobilizacéo,
provavelmente, a natureza hidrofilica do anion [CI] tenha sido o fator principal, que provocou
alterages nos microambientes dos poros, alem de diminuir o volume e o tamanho dos mesmos,
0 que reduziu a acessibilidade do substrato devido a limitacdo difusional. Consequentemente,
estes fatores afetaram as caracteristicas da enzima, reduzindo o seu desempenho catalitico
(QUIROS et al., 2011; ZOU et al., 2014).

5.2.2. Efeito do anion na modificacdo superficial da silica

A Figura 15 exibe os resultados a respeito da atividade relativa e do rendimento de
imobilizacdo da LBC imobilizada por adsorcdo fisica em silica controle e modificada com
liquidos ibnicos a base de fosfonio com mesmo cation [Pess(14)] " € diferentes anions ([CI], [Br]
, [Deca]’, [Phosp] e [NTf2]).
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Figura 15: Atividade relativa e rendimento de imobilizag&o da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em
silica controle e modificada com liquidos i6nicos & base de fosfénio de mesmo cétion [Pess24)] com diferentes
anions ([CI], [Br],, [Deca]’, [Phosp] e [NTf]).
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Os dados obtidos mostram que a utilizagdo dos LIFs com diferentes anions na
modificacdo superficial da silica promoveu influéncia tanto positiva quanto negativa na
atividade enzimatica e rendimento de imobilizacdo da LBC imobilizada nestes suportes, a
depender do anion. Para a LBC imobilizada em silica modificada com o LIFs com anions de
natureza hidrofilica ([Psss14)]Cl, [Pess(14)]Deca e [Pesss(14)]Br), observou-se uma diminui¢do na
atividade relativa e no rendimento de imobilizacdo da lipase. Quando comparado ao controle,
o efeito negativo foi mais acentuado para a LBC imobilizada em silica modificada com LIF
sintetizado com o anion [CI]", com reducdo de 54% na atividade relativa e 17% no rendimento

de imobilizagdo.

Para a LBC imobilizada em silica modificada com LIFs com &nions de natureza
hidrofobica ([Psss(14)]Phosp [Pess(14]NTf2), notou-se efeitos positivos para a imobilizacdo da
enzima, com destaque para o biocatalisador imobilizado em silica produzida com LIF
sintetizado com o anion [NTf2]", que quando comparado ao biocatalisador imobilizado em silica
controle, apresentou aumento na atividade relativa de 100% para 209,8%, bem como no
rendimento de imobilizacao, que passou de 30,16% para 77,26%. Sugere-se que a modificacdo
superficial causada pelo LIF mais hidrofébico ([Psss4)]NTf2), promoveu o aumento do
tamanho e volume dos poros da silica e tornou o microambiente favoravel a enzima,
aumentando a acessibilidade do substrato e induzindo a hiperativacdo interfacial da lipase
imobilizada neste suporte. A consisténcia destes resultados pode ser verificada no estudo de
revisao de MATEO et al. (2007), onde os autores relatam que microambientes mais
hidrofébicos sdo benéficos a atividade de lipases, além de aumentar a afinidade entre a enzima
e o substrato, com efeito positivo para a reacdo de hidrolise.

Apbs a verificacdo do aumento na atividade relativa e rendimento de imobilizacao,
selecionou-se o biocatalisador imobilizado em silica controle e modificada com melhor

resultado Bl-[Pses(14)JNTT2 para realizar as caracteriza¢cfes morfoldgicas e fisico-quimicas.

5.2.3. Caracterizagdo morfologica

As caracteristicas morfolégicas do suporte, tais como area superficial, diametro e volume
dos poros desempenham um importante papel a respeito da eficiéncia do processo de
imobilizagdo (ZHOU e HARTMMANN, 2013). Dessa forma, por meio do método BET foram

realizadas andlises para determinacéo da area superficial, volume e didmetro de poros de silica
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controle e modificada com [Pess14]NTT2, além dos biocatalisadores imobilizados.

Os resultados expostos na Tabela 6 indicam que houve diminuicéo na &rea de superficie
da silica modificada com o liquido idnico, de 802,7 m?/g na Silica-Controle para 733,58 m?/g
na Silica-[Psss14)]NTT2, € ambos os materiais tém uma area superficial relativamente grande.
Essa diminuicdo estd de acordo com os estudos de Yang et al. (2013) e Hu et al. (2012), e pode
ser atribuida as alteracfes de dominios do suporte e a redistribuicdo dos grupos funcionais na
superficie da silica provocadas pela presenca do aditivo. No entanto, notou-se aumento
significativo tanto para o volume dos poros (de 0,93 cm®/g para 4,08 cm®/g) quanto para o
diametro dos poros (de 1,92 para 6,36 nm).

Tabela 6: Area superficial, volume de poros e didmetro de poros da silica controle e modificada com
[Psss14]NTT2 e dos biocatalisadores imobilizados por adsor¢éo fisica.

Area Superficial  Volume dos Poros  Diametro dos Poros

Amostras (m?g) (cmé/g) (nm)
Silica-Controle 802,71 + 5,46 0,93+ 0,08 1,92 +0,23
Bl-Controle 701,2 + 4,61 0,91 + 0,06 1,82+ 0,18
Silica-[Pess(14)NTT2 733,58 + 4,77 4,08 + 0,59 6,36 £ 0,78
BI-[Psss(14)NTT2 3784+ 211 1,46 £0,14 3,71+ 0,39

Segundo Kim et al. (1997), a LBC é uma proteina com dimensdes moleculares de
aproximadamente 3nm x 4nm x 5nm. Para a Silica-Controle, o diametro dos poros (1,92 nm)
pode néo é grande o suficiente para fornecer acesso para a lipase, sendo provavel que a mesma
seja adsorvida na entrada ou nas proximidades dos poros. No caso da Silica-[Pess4)]NTf2, 0
didametro dos poros (6,36 nm) é maior do que a maior dimensao da lipase, 0 que possibilita o
acesso mais facil para a LBC. Estes resultados indicam que as propriedades do [Pess4)]NTf2
influenciaram positivamente a modificacdo da silica. Segundo Jaladi et al. (2009), a adsor¢éo
de lipase Burkholderia cepacia € ligeiramente dependente do tamanho dos poros do suporte.
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No que diz respeito aos biocatalisadores imobilizados (Bl-Controle e Bl-[Pess(14)]NTT2),
notou-se a diminuicdo de todos os pardmetros analisados quando comparados aos dos suportes
(Silica-Controle e Silica-[Psss14JNTT2), com diferenca mais acentuada para a LBC imobilizada
em silica modificada (BI-[Pses(14)JNTT2). Na literatura, é possivel observar a mesma tendéncia
de diminuicdo de area superficial, volume e didmetro dos poros do suporte apos a imobilizacdo
do biocatalisador (ZOU et al., 2010; SOUZA et al., 2013). Assim, pode ser visto que a
utilizacdo do liquido idnico a base de fosfonio ([Pess14)JNTT2) influenciou positivamente no
processo de imobilizacdo, conforme evidenciado pela atividade relativa e rendimento de

imobilizacdo de biocatalisador imobilizado em Silica-[Pess(14)|NTf2.

A Figura 16A-D mostra as micrografias da silica controle, da silica modificada com
[Pess14]NTF. e dos biocatalisadores imobilizados em silica controle e modificada (BI-
[Pess(14)]NTT2).
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Figura 16: Microscopia eletronica de varredura para: (A) Silica Controle (x200), (B) Biocatalisador imobilizado
com silica controle (x200), (C) Silica modificada com [Pessas)]NTT2 (x200), e (D) Biocatalisador imobilizado
com silica modificada com [Pess14] NTf2 (x200).

A partir destas imagens pode ser analisada a morfologia geral das amostras, que sugerem
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que a presenca do LIF [Pess4]NTF2 durante a producdo da silica promoveu uma maior
formacao de fissuras na sua superficie (Figura 16A e 16C), o que pode ter facilitado a adsor¢édo
fisica da enzima neste suporte. Estas observacdes estdo de acordo com o que foi descrito no
estudo de Zou et al. (2014), no qual os autores relataram que a modificacdo causada pelo aditivo
ndo destruiu a estrutura da silica, mas promoveu pequenas alteragdes na sua superficie porosa
motivada pela carga de liquido idnico presente durante a sua producdo, sendo crucial para
melhorar a atividade enzimatica e o rendimento de imobilizacdo. Assim, demonstrou-se que o
uso do liquido idnico ([Pess(14]NTT2) na modificagdo superficial da silica influenciou de forma
benéfica a sua morfologia, subsequentemente, no processo de imobilizacdo da lipase (SERRA
etal., 2010; MAHMOUD e AL-BISHRI, 2011).

5.2.4. Caracterizacao fisico-quimica

As anélises termogravimétricas fornecem informacgfes sobre a composi¢do por meio da
perda de massa da LBC, silica controle e modificada com [Pess4)JNTf2 € dos Bls. Os
termogramas foram divididos em trés regides: Regido I, cuja temperatura esta entre 25 e 200°C,
onde a perda de massa estd associada especialmente a decomposicdo de grupos amino e a
moléculas de agua. A silica obtida pela técnica de sol-gel contém muitos grupos Si-OH que
podem absorver dgua com facilidade (Wu et al., 2012). Na Regido |1, que abrange entre 200 e
400°C, a perda esta associada aos componentes organicos (C, O, H e N), a decomposicéo
bioldgica, incluindo a lipase e a presenca de grupos silandis do TEOS que ndo realizou a
interacdo entre a enzima e o suporte, presentes na silica devido a incompleta reacdo sol-gel. Na
Regido 111, entre 400 e 1000°C, a perda de massa é associada com as reacdes desidroxilacdo
finais e de carbonizacao final de compostos organicos, acarretando na degradacdo completa do
material (SOARES et al., 2004; MUKHERJEE et al., 2009).

Pode-se observar na Tabela 7 que, para a silica modificada com o LIF [Pess(a)]NTT2,
observou-se uma perda de massa total um pouco inferior a Silica-Controle, cerca de 19,14%.
SOARES et al. (2004), correlacionam essa menor perda de massa obtida para o suporte
modificado com aditivo com o aumento da estabilidade térmica do material, resultante das
interacOes entre 0s grupamentos da silica e os componentes do LI. Em concordéncia, a perda
de massa correspondente a Regido | foi pouco maior para Silica-Controle (17,77%) quando
comparada a Silica-[Pess(14)]NTF2 (16,07%), sugerindo que a presenca do LIF hidrofobico
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promoveu uma menor adsor¢do de moléculas de agua residual nos intersticios da rede porosa
da silica modificada (VILA-REAL et al., 2011; ABAHAZI et al., 2014).

Tabela 7: Perda de massa parcial e total da lipase Burkholderia cepacia, da silica controle e modificada com
[Pess4)]NTT2 e dos biocatalisadores imobilizados.

Regiéo | Regiéo Il Regiéo 111 Perda total de

Amostras massa (%)
(25-200°C) (200 -400°C) (400 -1000°C) 0

LBC 8,56 +0,71 87,42 + 4,53 3,64 £0,13 99,62 + 5,37
Silica-Controle 17,77 + 1,07 2,16 £ 0,10 0,67 £ 0,02 20,60 £ 1,19
BI-Controle 18,25+ 1,34 442 +0,21 1,65+ 0,07 2432 + 1,62
Silica-[Psss(14)]NTf, 16,07 £ 1,05 2,04 £ 0,08 1,03 +£0,04 19,14 + 1,17
Bl-[Psss14)|NTT2 17,90+ 1,11 497 +0,31 2,02 £ 0,08 24,89 + 1,50

No que diz respeito aos biocatalisadores imobilizados, notou-se um pequeno aumento na
perda de massa total para ambas as amostras, com cerca de 24,32% para Bl-Controle e 24,89%
para Bl-[Pess14]NTT2. Estes resultados sugerem que o aumento esteja relacionado com a
presenca da lipase imobilizada, pois foi observada uma perda de massa maior para 0s Bls em
relacdo aos suportes na Regido Il, a qual esta associada a decomposicdo de componentes
organicos (MUKHERJEE et al., 2009). Isto corrobora com os dados demonstrados na
caracterizacdo morfologica, uma vez que o acréscimo de lipase imobilizada é associado ao

aumento do tamanho e volume dos poros.

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier foi utilizada para
analisar a composi¢do quimica superficial das amostras Silica-Controle, Silica-[Pess14)]NTT>,
Bl-Controle e BI-[Pess14)]NTT2. A partir da Figura 17 pode-se observar a presenga das bandas
caracteristicas de silica produzida pela matriz sol-gel, como os grupamentos Si-O-Si (800 e
1000 cmY), Si-OH (entre 900 e 1100 cm™) e grupos -OH (entre 3400 e 3500 cm™), que indicam
a formacdo das ligacGes da silica e a polimerizacdo do alcooxido TEOS, durante a formagéo da
matriz de silica (SOARES et al., 2004; SOUZA et al., 2013; ANUAR et al., 2013).
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Figura 17: Espectros de FTIR da LBC, dos suportes de silica controle e silica modificada com [Pess(14]NTf2, €
dos biocatalisadores imobilizados por adsorgo fisica.

Por meio dos espectros de LI-[Pessa)]NTF. e Silica-[Pess14]NTf2 nota-se que todo
liquido idnico foi removido durante a lavagem da silica usando soxhlet com hexano, uma vez
que ndo foi observada a presenca de bandas caracteristicas do LI-[Pses14]NTf>. no suporte
modificado, SO (entre 1050-1230 cm), CH2 (1460 cm®), CHs (1350 cm™) e CH (entre 2840-
2920 cm™). No que diz respeito a eficiéncia da imobilizacdo da lipase no suporte controle e
modificado com [Pses14 ]NTT2, nota-se a presenca de espectros tipicos de proteinas, com bandas
caracteristicas de amida, grupos 1V e V (695 cm™), amida | (entre 1600 e 1700 cm™), além de
compostos da lipase, como C-C e C-N (entre 1000-1100 cm™"), que podem ser observados nos
espectros dos Bl-Controle e BI-[Psss(14) JNTT2, confirmando a imobilizacdo da LBC nos suportes
analisados (PORTACCIO et al., 2011; ANDRADE et al., 2012).
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5.3. EFEITOS DOS LIQUIDOS IONICOS A BASE DE FOSFONIO COMO ADITIVOS
DURANTE A IMOBILIZACAO POR ADSORCAO FISICA

Nesta secdo € investigada a influéncia de liquidos i6nicos a base de fosfonio com distintos
comprimentos de cadeia cationica ([P4444]Cl, [P4s4)]Cl e [Pess14)]Cl) e diferentes anions
([Pess1)]Cl, [Pess(14)]Br, [Pessa)]Deca, [Pessi4)]Phosp e [Psss4)]NTT2), como aditivos na
imobilizacéo por adsorcéo fisica da lipase Burkholderia cepacia (Etapa 3), em silica controle
sem modificacdo com LIFs. Além da atividade relativa e rendimento de imobilizacdo, séo
discutidos os resultados quanto as caracteristicas morfologicas e fisico-quimicas dos

biocatalisadores imobilizados controle e na presenga dos LIFs.

5.3.1. Efeito do comprimento da cadeia catidnica na imobilizacdo por adsorc¢ao fisica

A partir da Figura 18, pode-se observar que a adicdo dos liquidos ibnicos a base de
fosfonio com diferentes comprimentos de cadeia cationica ([Pasas]”, [Pasaa)]” € [Pessca)]”) €
mesmo anion [CI]  promoveu efeito negativo tanto na atividade relativa quanto no rendimento

de imobilizacdo da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em silica controle.

Nota-se que o efeito negativo se tornou mais significativo para as cadeias catidnicas mais
longas, seguindo a tendéncia [Pess(14)]Cl > [Paaa4)]Cl > [P4444] Cl. Este fato pode ser justificado
porque liquidos i6nicos com cétions de cadeias catidnicas longas possuem maior capacidade de
interagir e modificar a estrutura conformacional da enzima (ATTRI et al., 2011). No entanto, a
variacdo do comprimento da cadeia catibnica para os LIFs utilizados ndo causou diferencas

significativas no processo de imobilizag&o.

Estudos relatam que as caracteristicas do cation apresentam menor efeito dominante nas
caracteristicas da enzima quando comparadas com as propriedades do anion, uma justificativa
para isso é o fato de os anions sdo mais fortemente hidratados que os cations (NORDWALD e
KAAR, 2013; GAO et al., 2015). Assim, provavelmente a natureza do anion [CI]" foi a maior
responsavel pela diminuicdo da atividade catalitica da lipase, j& que o cloreto tem forte
capacidade de formar ligacGes de hidrogénio e interagir fortemente com a enzima, alterando a
sua estrutura original (KLAHN et al., 2011; CLAUDIO et al., 2014; KUMAR e VENKATESU,
2014).
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Figura 18: Atividade relativa e rendimento de imobilizag8o da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em
silica controle na presenca de liquidos i6nicos a base de fosfonio de mesmo anion [Cl]" com diferentes
comprimentos de cadeia cationica ([Pa4sa]*, [Pasaqia)]* € [Pess(ia)]?).

5.3.2. Efeito do &nion na imobilizacéo por adsorcéo fisica

Para a avaliacdo do efeito do anion no processo de imobilizacdo foram adicionados
liquidos idnicos a base de fosfénio com mesmo cation [Psss(14)]* € diferentes anions ([CI], [Br]
, [Deca], [Phosp] e [NTf2]"). A Figura 19 mostra que com a adicdo destes LIFs sintetizados
com diferentes tipos de anions houve tanto efeito negativo quanto positivo. Obteve-se bons
resultados a respeito da atividade relativa e rendimento de imobilizacdo para a lipase
imobilizada na presenca de LIFs com anions de natureza hidrofébica ([Pesscs)]Phosp,
[Psss(14)]NTT2). Enquanto que a presenca de LIFs com anions de natureza hidrofilica [Pess(14)]Cl,
[Pess(14)]Deca e [Pess(14)]Br) durante o processo de imobilizagdo promoveu efeito negativo para

0 biocatalisador.
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Figura 19: Atividade relativa e rendimento de imobilizacdo da lipase Burkholderia cepacia imobilizada em
silica controle na presenca de liquidos i6nicos a base de fosfonio de mesmo cation [Pess(14)]* com diferentes
anions ([CI], [Br], [Deca]’, [Phosp] e [NTf]).

Segundo NAUSHAD et al. (2012), os anions podem formar ligacdes de hidrogénio e, a
depender das suas propriedades, interagir fortemente com a enzima, promovendo a sua
alteracdo conformacional e influenciando diretamente na atividade e estabilidade. Os dados
obtidos indicam que o biocatalisador imobilizado na presenga do LIF [Pess4)]NTT2 foi 0 mais
eficaz, com valor de rendimento de imobilizacdo de quase o triplo (ADS-[Psss14)]NTf2 =
91,09%) quando comparado ao controle (ADS-Controle = 30,16%). Sugere-se que a 6tima
recuperacdo da atividade da lipase imobilizada na presenca deste liquido ibnico esteja
relacionada com a hidrofobicidade do &nion selecionado.

Zarcula et al. (2010), estudaram a imobilizagdo da lipase Pseudomonas fluorescens
(Amano AK) em matrizes sol-gel hibridos utilizando liquidos idnicos a base de imidazélios
com diferentes hidrofobicidades como aditivos e compararam com solventes organicos comuns.
Os resultados indicaram que a presenca dos grupos hidrofobicos durante a imobilizacao
converge para 0 microambiente 6tima para a atividade da enzima. A presenca de LIs mais
hidrofébicos nos meios reacionais conduziu a maiores eficiéncias cataliticas que com a presenca

de solventes organicos comuns.
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Em um outro estudo posterior, Cabrera-Padilla et al. (2015), utilizaram liquidos idnicos
a base de imidazdlios de natureza hidrofébica e hidrofilica como aditivos durante a
imobilizacdo por adsorcao fisica da lipase de Bacillus sp. (ITP-001) em suporte de PHBV, a
fim de avaliar a influéncia do ndcleo catiénico, do comprimento da cadeia de catidnica e dos
anions no processo de imobilizagdo. Os resultados indicaram que o biocatalisador mais eficiente
foi aquele imobilizado na presenca do liquido i6nico mais hidrofébico [Camin]NTf,, com

aumento duas vezes maior na recuperacdo da atividade enzimatica em comparacgéo ao controle.

A partir da discussdo dos dados a respeito da atividade relativa e do rendimento de
imobilizagdo, escolheu-se o0s biocatalisadores imobilizados (ADS-Controle e ADS-

[Pess(14]NTT2) para realizar as caracterizagdes fisico-quimicas e morfoldgicas.

5.3.3. Caracterizacdo morfoldgica

A Tabela 8 resume parametros de textura das amostras ADS-Controle e ADS-
[Pess14]NTT2, tais como a area superficial, volume de poros e didmetro do poro. De acordo com
os dados expostos e em comparacdo com a amostra ADS-Controle, é possivel verificar uma
notavel diminuicdo da area superficial para o biocatalisador imobilizado na presenca do LIF
(ADS-[Pess14)]NTT2). Estes resultados estdo em concordéncia com a literatura, que indica que
essa reducdo é consequéncia do nimero maior de moléculas de enzimas confinadas no interior
do suporte, e mostra a maior eficiéncia na imobilizacdo da LBC na presenca de liquidos idnicos
(JIANG et al., 2009; ZHAO et al., 2010; ZOU et al., 2010).

Tabela 8: Area superficial, volume de poros e didmetro de poros dos biocatalisadores imobilizados por adsor¢éo
fisica (ADS-Controle e ADS-[Pgss(14)]NTH2).

Area Superficial ~ Volume dos Poros  Diametro dos Poros
Amostras

(m?/g) (cm®/g) (nm)
ADS-Controle 701,2 + 4,61 0,91+ 0,06 1,82+0,18
ADS-[Pessus)]NTH2 359,90 + 2,06 1,35 +0,10 3,68 +0,29

A Figura 20 exibe as micrografias dos biocatalisadores imobilizados por adsorcao fisica
na auséncia (ADS-Controle) e na presenca de liquido idnico (ADS-[Pess14]NTT2). A partir das

imagens pode ser observado que a morfologia da superficie da silica da amostra ADS-
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[Pess14]NTT2 (Figura 20B) possui maior nimero de imperfei¢cdes e apresenta um nimero maior
de particulas distribuidas de forma aleatoria no material, que possivelmente seja a lipase,
qguando comparada com a superficie da amostra ADS-Controle (Figura 20A). Certamente, a
presenca do liquido idnico hidrofobico influenciou de maneira positiva na imobilizacdo da

enzima.

b
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Figura 20: Microscopia eletronica de varredura para: (A) ADS-Controle (x200), (B) ADS-[Pgss(14)]NTf2 (x200).

5.3.4. Caracterizagdo fisico-quimica

As perdas de massa de amostras da lipase Burkholderia cepacia e dos biocatalisadores
imobilizados (ADS-Controle e ADS-[Psssa4]NTf2) foram determinadas por analise
termogravimétrica. Os dados de perdas de massa estdo descritos na Tabela 9 e foram obtidos
depois de aquecer as amostras em trés diferentes regiGes de temperatura: Regido | (entre 25 e
200°C), Regido 11 (entre 200 e 400°C) e Regiao Il (entre 400 e 1000°C).

Tabela 9: Perda de massa parcial e total dos biocatalisadores imobilizados por adsorcéo fisica (ADS-Controle e
ADS-[P555(14)]NTf2).

Regido | Regido I Regiao Il pora total de

Amostras massa (0/)
(25-200°C) (200 —400°C) (400 — 1000°C) 0

ADS-Controle 1825+134  442+021 1,65 % 0,07 2432 + 1,62

ADS-[Pessa)]NTF> 1842+ 141  470+0,41 2,13 +0,12 25,25 + 1,94
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Na Regido I, os termogramas indicaram perdas de massa de 18,25 e 18,42% para ADS-
Controle e ADS-[Pess14]NTT2, respectivamente. Associadas principalmente com a extragdo da
agua presente na superficie do biocatalisador imobilizado, além da decomposi¢do de grupos
amino, geralmente de grupos organicos. Sugere-se que a perda de massa associada a esta regiéo
foi um pouco maior para o biocatalisador imobilizado na presenca do LIF [Pess14)JNTT. devido
a caracteristica higroscépica dos liquidos idnicos, ou seja, a sua alta capacidade de absorver
agua (KRANNICH et al., 2016). Na Regido |1, foram observadas menores perdas de massa em
comparagdo a Regido |, 4,42% para ADS-Controle e 4,70% para ADS-[Psss14)]NTT,
relacionadas & decomposi¢do térmica de grupos silanol da silica e alguma perda de constituintes
organicos (C, H, O e N) sob a forma de volateis presentes ou formados no inicio da
decomposicdo organica, incluindo a lipase (KAROUT e PIERRE, 2007). Para a Regido IlI, a
perda de massa esta associada com a decomposicao dos liquidos iénicos, o que indica que algum
liquido i6nico residual estava presente no biocatalisador imobilizado, a agua residual nos
intersticios das amostras, as reacdes de desidroxilacdo finais e carbonizacdo definitiva de
compostos organicos, abrangendo a lipase. Também nesta regido, mais precisamente na gama

acima de 750°C, a degradacdo completa do material é alcancada (SOARES et al., 2004).

As amostras da lipase Burkholderia cepacia imobilizadas em silica na auséncia (ADS-
Controle) ou na presenca do LIF (ADS-[Pess(14)] NTT2) também foram caracterizadas por FTIR
(Figura 21). Ambos os materiais analisados apresentaram espectros com comprimentos de onda
caracteristicos de constituintes presentes na silica produzida pela técnica sol-gel, com bandas
entre 800 e 1000 cm™ (Si-O-Si), entre 900 e 1100 cm™ (Si-OH) e entre 3400 e 3500 cm™ (grupos
-OH) (SOARES et al., 2004; SOUZA et al., 2013; ANUAR et al., 2013). A partir dos espectros
também foi possivel confirmar a presenca da lipase imobilizada, por meio de bandas
caracteristicas de proteinas em trés diferentes regides de comprimento de onda: 695 cm™
(grupos IV e V), 1000-1100 cm™! (amida I) e entre 1000-1100 cm™! (C-C e C-N). Estas Gltimas
bandas sdo mais evidentes na amostra ADS-[Pess14)JNTT2, provavelmente devido ao efeito
positivo do liquido iénico a base de fosfonio utilizado como aditivo (PORTACCIO et al., 2011,
ANDRADE et al., 2012).

52



Amida |
AmidalVeV

LBC livre c-C
C-N

ADS-Controle

ADS-[Pgg12)INTF2

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda (cm'1)

Figura 21: Espectros de FTIR da LBC livre, dos biocatalisadores imobilizados por adsorc¢éo fisica (ADS-
Controle e ADS-[Pges14)]NTT2).

5.4, COMPARACAO DOS EFEITOS DA APLICACAO DE LIiQUIDOS IONICOS A
BASE DE FOSFONIO NAS DIFERENTES ETAPAS

Nesta secdo € comparada a influéncia da aplicacdo de liquidos idnicos a base de fosfonio
nas trés diferentes etapas: na atividade da lipase Burkholderia cepacia livre (Etapa 1); na
modificacdo superficial da silica (Etapa 2); e na atividade da LBC imobilizada por adsorcao
fisica em silica (Etapa 3). A fim de facilitar a compreenséo, inicialmente sdo analisados 0s
efeitos dos LIFs com distintos comprimentos de cadeia cationica ([P4444]Cl, [Pa4s14)]Cl e
[Pess14)]Cl) e, posteriormente, verifica-se a influéncia de liquidos i6nicos a base de fosfonio

com diferentes anions ([Pess14)]Cl, [Pess14)]Br, [Pess4)]Deca, [Pessz4)]Phosp e [Pess14)]NTT2).

5.4.1. Efeitos do comprimento da cadeia catidnica nas diferentes etapas

A partir da Figura 22, pode-se verificar as influéncias do comprimento da cadeia catidnica

dos liquidos ibnicos a base de fosfonio ([P4444]Cl, [P44a4)]Cl, [Pess(14)]Cl) na atividade relativa
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(Etapa 1, Etapa 2 e Etapa 3) e no rendimento de imobilizacdo (Etapa 2 e Etapa 3) da lipase
Burkholderia cepacia livre e imobilizada por adsorcéo fisica.

Para todas as etapas, notou-se a reducdo da atividade relativa (Etapas 1, 2 e 3) e do
rendimento de imobilizacdo (Etapas 2 e 3). Entretanto, o LIF de maior comprimento de cadeia
cationica ([Psss(14)]") promoveu maiores efeitos negativos nas etapas 1 e 3, com reducdo da
atividade relativa de cerca de 86% (LBC-[Psss4)]Cl) e 50% (ADS-[Psss14)]Cl),
respectivamente. A razdo para isto é o fato de que, somente nestas duas etapas, os liquidos
ibnicos a base de fosfénio interagem diretamente com a lipase, podendo desestabilizar a sua
estrutura e inativa-la (ATTRI et al., 2011). Em contrapartida, quando os LIFs estiveram em
contato apenas com 0s constituintes da silica, observou-se que a selecdo do cation de menor
comprimento foi 0 que causou diminui¢do mais acentuada para a atividade relativa (54%) e
rendimento de imobilizacdo (16%). Liquidos ibnicos sintetizados com cations de cadeias curtas
possuem maior natureza hidrofilica e, quando aplicados na modificagdo superficial da silica,
provocam maior limitacdo difusional devido a diminui¢éo do volume e tamanho dos poros do
suporte modificado (QUIROS et al., 2011).
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Figura 22: Efeitos de LIFs de mesmo anion [CI]" com diferentes comprimentos de cadeia catiénica ([Paass]",
[Paasa)]* € [Pess(14)]*) na atividade relativa (Etapa 1, Etapa 2 e Etapa 3) e rendimento de imobiliza¢do (Etapa 2 e
Etapa 3) da LBC na hidrdlise de azeite de oliva. Efeitos de LIFs em LBC livre (Etapa 1), na modificacdo
superficial de silica (Etapa 2), e adicionados durante a imobilizagdo da LBC por adsorcéo fisica (Etapa 3).
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5.4.2. Efeito do anion nas diferentes etapas

Nesta sec¢do, € discutida a influéncia de liquidos i6nicos a base de fosfénio de mesmo
cation [Pess14)]” e diferentes anions ([CI],, [Br], [Deca],, [Phosp]” e [NTf.]) na atividade
relativa (Etapa 1, Etapa 2 e Etapa 3) e no rendimento de imobilizacdo (Etapa 2 e Etapa 3) da

lipase Burkholderia cepacia livre e imobilizada por adsorcéo fisica.

A Figura 23 mostra que, a de acordo com o LIF selecionado, houve diferentes tendéncias

de comportamento da atividade relativa (Etapas 1, 2 e 3) e do rendimento de imobilizacdo

(Etapas 2 e 3) da LBC. Com reducéo da atividade relativa e do rendimento de imobilizacéo

quando se aplicou LIFs com &nions de natureza mais hidrofilica, seguindo a tendéncia: [CI]" >

[Br] > [Deca]".
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Figura 23: Efeitos de LIFs de mesmo cétion [Pess14)]* com diferentes anions ([CI], [Br], [Deca]’, [Phosp] e
[NTf2]) na atividade relativa (Etapa 1, Etapa 2 e Etapa 3) e rendimento de imobilizacdo (Etapa 2 e Etapa 3) da
LBC na hidrélise de azeite de oliva. Efeitos de LIFs em LBC livre (Etapa 1), na modificacdo superficial de silica

(Etapa 2), e adicionados durante a imobilizagdo da LBC por adsorcéo fisica (Etapa 3).

Quando se selecionou LIFs [Phosp]” e [NTf.]" notou-se a hiperativagéo interfacial da

enzima, com aumento da atividade relativa (Etapas 1, 2 e 3) e do rendimento de imobilizagéo

(Etapas 2 e 3). Segundo Neves et al. (2011), dentre os LIFs aplicados no presente estudo, o

55



liquido i6nico [Pess14)]NTf2 € 0 LI mais hidrofébico estudado. Este fato pode justificar o
acentuado efeito positivo para a atividade da LBC na presenca deste liquido i6nico, uma vez
que estudos afirmam que LIs mais hidrofébicos tendem a manter a estrutura proteica e preservar
a camada de hidratacdo em torno da enzima e, a0 mesmo tempo, facilitar o acesso do substrato
ao sitio catalitico, favorecendo assim a hiperativacdo interfacial da enzima (COLLINS et al.,
2007; ZHAO, 2016).

Os efeitos positivos foram mais significativos quando se adicionou o LIF mais
hidrofobico ([Pess14)]NTf2) durante o processo de imobilizacdo por adsorcéo fisica, com
aumento de cerca de 223% na atividade relativa e de cerca de 60% no rendimento de
imobilizacdo (Etapa 3). Estes resultados estdo de acordo com o recente estudo de Zhao (2016),
que evidenciou gue os liquidos i6nicos mais hidrofébicos favorecem a manutencdo da estrutura
nativa das proteinas e preservam a sua camada de hidratacéo, o que facilita o acesso do substrato

ao sitio catalitico.
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Capitulo 6

6. CONCLUSAO

Uma vez que ndo ha informacdo na literatura a respeito dos efeitos de liquidos idnicos a
base de fosfonio sobre a atividade da lipase Burkholderia cepacia livre, bem como a sua
aplicacdo na modificacdo superficial da silica e durante o processo de imobilizacdo por
adsorcéo fisica da LBC, este trabalho mostrou, pela primeira vez, que a atividade catalitica da
LBC livre é ligeiramente dependente das propriedades dos LIFs presentes no meio da reacéo
de hidrdlise de azeite de oliva. Uma vez que os resultados demonstram que a presenca de LIFs
hidrofilicos promove efeito negativo sobre a atividade da enzima e, a presenca de LIFs
hidrofobicos favorece de forma positiva o desempenho catalitico da LBC. Para a aplicacdo de
LIFs na modificacdo da superficie da silica produzida pela técnica sol-gel, verificou-se que a
presenca de LIFs hidrofobicos (Silica-[Psss14)]Phosp e Silica-[Psss14]JNTf2) promoveu
melhorias nas caracteristicas morfolégicas e fisico-quimicas dos suportes modificados, o que
resultou em uma eficiéncia catalitica mais elevada para o biocatalisador imobilizado em silica
modificada com LIF mais hidrofobico (BI-[Psss14)]NTf2), que apresentou rendimento de
imobilizacdo igual a 77,26%. No que diz respeito a adicdo de LIFs durante o processo de
imobilizacdo por adsor¢do fisica da LBC em silica controle, notou-se que o LIF mais
hidrofébico ([Pess14)]NTf2) promoveu aumento de mais de 3 vezes no rendimento de
imobilizacéo do biocatalisador imobilizado ADS-[Pess14]NTf2 (91,09%), em comparagdo com
ADS-Controle (30,16%), o que foi comprovado a partir das caracterizacfes morfoldgicas e
fisico-quimicas dos biocatalisadores imobilizados. O comportamento relatado aqui mostra que
o efeito positivo se torna mais significativo quando o LIF com carater mais hidrofébico €
adicionado durante o processo de imobilizacdo. Assim, a utilizacdo de liquidos i6nicos a base
de fosfonio hidrofobicos pode ser a base para o desenvolvimento de métodos mais eficientes de

imobilizagéo de enzimas.
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Capitulo 7

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade e complementar os estudos da aplicacdo de liquidos idnicos a base

de fosfonio na biocatalise, sugere-se:

= Verificar a influéncia de aplicacdo de liquidos idnicos a base de fosfonio em diferentes
concentragdes na lipase Burkholderia cepacia livre, na modificacao superficial da silica
e durante o processo de imobilizagéo;

= Investigar, a nivel molecular, os efeitos de liquidos i6nicos a base de fosfénio na
atividade e estabilidade da lipase Burkholderia cepacia livre;

= Testar outros procedimentos de imobilizacdo para a lipase Burkholderia cepacia, tais
como ligagéo covalente e encapsulamento;

= Analisar a capacidade de adsorcdo e o efeito difusional dos biocatalisadores
imobilizados na presenca dos liquidos i6nicos a base de fosfonio;

= Aplicar os biocatalisadores imobilizados na sintese de ésteres de interesse industrial;

= Realizar as reagcbes em meios ndo convencionais como, por exemplo, micro-ondas;

= Estudar a viabilidade econdmica da metodologia desenvolvida em quest&o.
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