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Resumo da Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-graduacdo em Engenharia de
Processos da Universidade Tiradentes como parte dos requisitos necessarios para a obtencédo

do grau de Mestre em Engenharia de Processos.

POTENCIAL PRODUCAO DE ESTERES DE INTERESSE INDUSTRIAL UTILIZANDO
LIPASE IMOBILIZADA EM SILICA AEROGEL MODIFICADA COM LIQUIDO IONICO

Milena Chagas Lisboa

O presente trabalho teve como objetivo otimizar o processo de imobilizacdo da lipase
Burkholderia cepacia por adsor¢do fisica em aerogel modificado com liquido i6nico
(Aerogel-LI) utilizando modelos matematicos de adsorgdo, e avaliar o seu potencial na
producdo de ésteres de interesse industrial. Afim de avaliar a modificacdo com Liquido I6nico
no Aerogel, foram realizadas as mesmas andlises pata o aerogel sem modificacdo (Aerogel-
Controle) nas reacdes de hidrolise, transesterificacao e esterificagdo. O carregamento de lipase
na reacdo de hidrolise de azeite de oliva foi selecionado 297 mg/gsuporte para o Aerogel-
Controle de acordo com o modelo de Redlich-Perterson, enquanto que para o Aerogel-LI foi
337 mg/gsuporte cOnforme o ajuste do modelo de Sips. Na imobilizagdo por adsorcéo fisica para
ambos os biocatalisadores, foi observado que a partir da analise da energia livre de Gibbs o
processo ocorreu de forma espontanea e em sentido favoravel. A temperatura 6tima do meio
reacional foi 40°C e o pH 6timo foi 7 para ambos os biocatalisadores imobilizados em
Aerogel-Controle (BI-Controle) e em Aerogel-LI (BI-LI). O biocatalisador imobilizado
apresentou um aumento em sua velocidade reacional (de 681,24 para 891,87 U/g) a partir da
modificacdo do suporte com LI (BI-Controle e BI-LI, respectivamente). Na estabilidade
térmica verificou-se a hiperativacdo apés 8 dias de incubagdo em meio aquoso a 40°C para 0
BI-LI, enquanto que o BI-Controle e a enzima livre inativaram. O potencial de producdo de
ésteres de interesse industrial foi avaliado a partir da reacdo de transesterificacdo do 6leo de
coco bruto e etanol e da esterificacdo do pamitato de cetila com o alcool cetilico. A conversao
méaxima de ésteres etilicos foi de 70% (144h a 40°C) utilizando o BI-LI apds a sua
otimizagdo. Os valores mais promissores foram na sintese de palmitato de cetila cuja a
conversdo maxima foi 100%. O palmitato de cetila bruto demonstrou ter um bom potencial
emulsificante frente ao 6leo de coco virgem demonstrando comportamento de emulsfes de

Pickring, abrindo novas perspectivas para sua aplicacdo na industria de cosmeticos.

Palavras-chave: lipase, aerogel, adsor¢éo, liquido idnico, ésteres etilicos, palmitato de cetila.
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Abstract of Dissertation presented to the Process Engineering Graduate Program of
Universidade Tiradentes as a partial fulfillment of the requirements for the degree of Master
of Science (M.Sc.)

PRODUCTION OF ESTERS OF INDUSTRIAL INTEREST USING LIPASE
IMMOBILIZED IN AEROGEL MODIFIED WITH IONIC LIQUID

Milena Chagas Lisboa

The aim of the present work was to optimize the immobilization of Burkholderia cepacia
lipase by physical adsorption in aerogel modified with ionic liquid (Aerogel-IL) using
adsorption mathematical models, and to evaluate its potential in the production of industrial
interest esters. In order to evaluate the modification with lonic Liquid on Aerogel, the same
analyzes were carried out for aerogel without modification (Aerogel-Control) in the reactions
of hydrolysis, transesterification and esterification. The loading of lipase in the hydrolysis
reaction of olive oil was selected 297 mg.gsupport* for Aerogel-Control fitting according to
Redlich-Perterson model, while for the Aerogel-IL it was 337 mg.gsupport * adjusted according
to Sips model. In the immobilization by physical adsorption for both biocatalysts, was
observed from Gibbs free energy analysis that the process occurred spontaneously and in a
favorable direction. The optimum temperature of the reaction media was 40°C and the
optimum pH was 7 for both biocatalysts immobilized in Aerogel-Control (IB-Control) and
Aerogel-IL (IB-IL). The immobilized biocatalyst showed an increase in its reaction rate (from
681.24 to 891.87 U.g!) from the modification of the support with IL (IB-Control and IB-IL,
respectively). In thermal stability, hyperactivation was observed after 8 days of incubation in
aqueous medium at 40°C for IB-IL, while IB-Control and free enzyme inactivated. The
potential production of industrial interest esters was evaluated from the transesterification
reaction of crude coconut oil and ethanol and in the esterification of cetyl pamitate with cetyl
alcohol. The maximum conversion of ethyl esters was 70% (144 h at 40°C) using IB-IL after
their optimization. The most promising result were in the synthesis of cetyl palmitate whose
maximum conversion was 100%. The crude cetyl palmitate showed a good emulsifier
potential against virgin coconut oil demonstrating the behavior of Pickring emulsions,

opening new perspectives for its application in the cosmetics industry.

Keywords: lipase, aerogel, adsorption, ionic liquid, ethyl esters, cetyl palmitate.
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R: Constante universal dos gases (8.314 J/mol K);

RZ: Coeficiente de correlagio;

Rv: Fator de separacédo (constante adimensional);

Xiv



RM: Razéo molar (mol de acido: mol de alcool)

Ser: Serina;

Silica-LI: Silica modificada com liquido iénico;

T: Temperatura reacional (°C)

t: Tempo de reagdo (min);

Tap: Temperatura absoluta (298,15K);

TEOS: Tetraetilortossilicato;

u: Teor de umidade do meio.

Uo : Unidades de atividade oferecidas para a imobilizacao;

Us: Unidades de atividade enzimatica total presente no suporte (atividade x massa de
biocatalisador imobilizado — base seca);

v: Velocidade reacional;

Vo: Volume gasto de NaOH na titulagéo do branco (mL);

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

Va: Volume da amostra emulsificada (mL);

Vg: Volume do KOH gasto na titulagdo do controle (mL);

VE: Volume gasto de NaOH na titulacdo na amostra com enzima (mL).

Vmax: Valor méximo da velocidade inicial quando todos os sitios ativos estdo ocupados,
a: Constante de Redlich—Peterson (1/U);

AG: Energia livre de Gibbs (kJ/mol);
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

A sustentabilidade é um dos fatores a ser considerado mediante a implementacdo de
um novo processo industrial. Com o aumento da demanda por ésteres obtidos naturalmente ou
por processos biotecnoldgicos, para aplicagBes na industria cosmética, farmacéutica e de
biocombustivel se faz necesséario o desenvolvimento de catalisadores altamente especificos
(MULHOLLAND et al., 2000). A biocatalise desempenha um papel importante entre os
varios ramos da industria, possuindo altos niveis de estereosseletividade, minimizando a
formagéo de subprodutos, reduzindo o consumo de energia e tendo baixo impacto ambiental,
adequando-se  as regras da Quimica Verde (CHOI et al., 2015). As enzimas sdo
biocatalisadores que atuam eficientemente sob condi¢cBes suaves necessarias para preservar a
funcionalidade e integridade dos sistemas biologicos, sendo capazes de aceitar uma vasta
variedade de moléculas complexas como substratos para obtencdo de diferentes produtos
(SCHMID et al., 2001; ILLANES e ALTAMIRANO 2008).

Entre as enzimas, as lipases sdo amplamente utilizadas por ter a funcdo bioldgica de
catalisar a hidrolise de ésteres e a reacdo reversa, como a esterificacdo e a transesterificacdo
(VILLENEUVE et al., 2000; VAN DEN BROEK e BOERIU 2013). No entanto, a sua
aplicacdo é frequentemente limitada pela sua sensibilidade a temperatura e pelas dificuldades
encontradas na sua estabilizacdo em meios reacionais, COmo na sua recuperacao e no seu uso
sucessivo por longos periodos. Deste modo, a imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos
esta entre os métodos mais eficazes para melhorar sua estabilidade, separacdo e reutilizacéo
(GARCIA-GALAN et al., 2011; RODRIGUES et al., 2013; MATEO et al., 2007).

A imobilizac&o da lipase pode ser realizada de diferentes métodos, a adsor¢éo fisica é
uma técnica simples e econémica, e em alguns casos verificou-se ser o mais adequado para
imobilizacdo de lipase em larga escala. A modelagem do equilibrio de adsorcdo da lipase em
diferentes suportes fornece uma abordagem mais confidvel do que os métodos "aleatorios”
que indincam informacGes experimentais apenas no sistema investigado (ALVES et al., 2017,
FOO e HAMEED, 2010). Até entdo, varios materiais sdo utilizados como suporte na
imobilizacdo da lipase, como as resinas poliméricas, celite, silica, ceramica, nanotubos de
carbono, particulas magneticas e microesferas (BIROLLI et al., 2015; RODRIGUES et al.,
2013).



A silica obtida pela técnica sol-gel permite controlar o tamanho do poro e as
propriedades da superficie, de modo a promover um ambiente apropriado para a imobilizacéo
(CARVALHO et al., 2014). Dependendo do método utilizado para extrair o fluido do poro do
gel dmido da silica, um sélido com porosidade variavel pode ser obtido. Utilizando o fluido
supercritico como procedimento de secagem da silica obtem-se 0 Aerogel, que supera 0S
problemas encontrados com os meétodos de secagem convencionais associados a tenséo
interfacial, tais quais a evaporacdo (Xerogel), preservando a elevada porosidade e
propriedades texturadas superiores da silica (SCHULTZ et al., 2005).

A modificacdo da superficie da silica com grupos hidrofébicos vem resultando em
uma maior capacidade de carga e melhor estabilidade transformando em um suporte
altamente hidrofébico, proporcionando excelentes propriedades para interagir tanto com a
tampa hidrofobica da lipase como com os substratos (MENAA et al., 2008; REIS et al., 2006;
CARVALHO et al., 2014). Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa confirmam que a
silica modificada com liquido i6nico prético (Silica-LI) de caracteristica mais hidrofobica
(Pentanoato de N-metil monoetanolamina) e aplicada no protocolo de imobilizacdo da lipase
Burkholderia cepacia (LBC) apresentaram valores promissores (SOUZA et al., 2013). A
partir desta perspectiva, avaliou-se o processo secagem da Silica-LI com fluido supercritico
para obtencdo do aerogel modificado com liquido ibnico (Aerogel-LI) e assim, aplica-lo na
imobilizacdo da LBC utilizando diferentes métodos, verificando que por adsorcdo fisica
obtem-se um biocatalisador com maior redimento de imobilizacdo (BARBOSA et al., 2016).

O maior rendimento de imobilizacdo deve-se possivelmente a caracteristica
hidrofébica do liquido i6nico e a elevada area superficial e volume de poro poroporcionada
pela a modificacdo do aerogel. Desta forma, o Aerogel-LI ¢ um suporte promissor para a
imobilizacdo da LBC por adsorcdo fisica tendo vistas a necessidade de estudos
complementares quanto a otimizacdo do processo de imobilizacdo e aplicacdo na sintese
organica de ésteres de interesse industrial, destacando-se a producdo de ésteres etilicos na
industria de biocombustiveis e a sintese de ésteres de cera com aplicacdo na industria de
cosmeticos. Ambos sdo uma boa alternativa na minimizacdo de impactos ambientais, pois a
sintese de biodiesel utilizando um 6leo sem refino (6leo cru) diminui a quantidade de
operacdes unitarias envolvidas no processo, liberando menos poluentes ao meio ambiente.
Enquanto que o palmitato de cetila é um tipo de éster de cera de dificil extracdo da natureza,
uma vez sendo encontrado apenas no espermacete da baleia cacholote (espécie protegida

contra exploracdo) e no 6leo de jojoba (cultivo restrito ao ambiente desértico). Portanto, a



potencial producdo destes eésteres utilizando biocatalise € uma boa alternativa para
minimizagdo de impactos ambientais associados a catalisadores quimicos, tais quais a

temperatura  reacional elevada e a producdo de  subprodutos  toxicos.



Capitulo 2

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi imobilizar a lipase de Burkholderia cepacia em aerogel e

em aerogel modificado com liquido iénico e avaliar o seu potencial na producdo de ésteres

etilicos e palmitato de cetila.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o processo de adsorcdo da lipase Burkholderia cepacia em aerogel e em
aerogel modificado com liquido i6nico (Pentanoato de N-metil monoetanolamina)
através de isotermas de adsorcdo e estudo termodindmico e assim, escolher o
carregamento para a imobilizacdo utilizando como parametro a reacao de hidrdlise de
azeite de oliva;

Realizar a caracterizacdo bioquimica dos biocatalisadores imobilizados na reacdo de
hidrolise do azeite de oliva (pH e temperatura 6timas, estabilidade térmica, estudo
cinético);

Realizar a avaliacdo da modificacdo com liquido i6nico no biocatalisador quando
aplicado a sintese organica por diferentes mecanismos reacionais (transesterificacéo e
esterificacdo);

Realizar o estudo preliminar para a producdo de ésteres etilicos por transesterificacdo
do dleo de coco bruto e etanol utilizando o biocatalisador modificado com liquido
ibnico;

Avaliar as condigdes selecionadas na sintese de palmitato de cetila por esterificacdo do
acido palmitico e alcool cetilico aplicando os biocatalisadores preparados;

Avaliar o potencial emulsificante do palmitato de cetila sintetizado na melhor regido

de trabalho utilizando diferentes substratos.



Capitulo 3
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentado brevemente os conceitos de biocatélise, imobilizag&o,
otimizacdo por isotermas de adsorcdo, bem como a aplicacéo de biocatalisadores na sintese de
ésteres etilicos e ésteres de cera, além de apresentar a relevancia da secagem da silica
utilizando fluido supercritico e da modificacéo de sua superficie com liquido ibnico, para agir

como suporte na imobilizagdo de enzimas.
3.1. Enzimas

O papel das enzimas em uma variedade de processos vem sido reconhecido em muitos
anos, a sua existéncia foi associada com a histéria da Grécia antiga onde se usavam enzimas
provenientes de micro-organismos na panificacdo, na fabricacdo de cerveja, na producdo do
alcool, na fabricacdo de queijos e etc. A partir da evolucdo do conhecimento humano,
trazendo consigo tecnologias, como por exemplo, de purificagdo de enzimas, houve um
aumento substancial de suas aplicacdes, abrindo um leque de possibilidades para a otimizacao
de processos industriais (HAKI e RAKSHIT, 2003). Devido as suas excelentes propriedades
funcionais (atividade, seletividade e especificidade), as enzimas sdo capazes de catalisar em
condicBes amenas, modificacbes muito rapidas de um Unico grupo funcional (entre varios
grupos semelhantes) existentes em apenas um substrato na presenca de outras moléculas
muito semelhantes. Portanto, enzimas podem ser excelentes catalisadores industriais em uma
variedade de areas da quimica industrial, como a quimica fina, quimica de alimentos e
analises (GUISAN, 2006).

A maioria das caracteristicas das enzimas como catalisadores sdo derivadas da sua
estrutura molecular. Enzimas sdo proteinas compostas por um numero de residuos de
aminoacidos que vao desde 100 a varias centenas, onde esses aminoacidos Ssao
covalentemente ligados através da ligagdo peptidica. De acordo com a natureza do radical, o
aminoéacido pode ser polar ou apolar (hidrofébico) e a distribui¢cdo ao longo da molécula da
proteina serd determinante para o seu comportamento (LEHNINGER et al., 2011). A catalise

enzimatica ocorre em uma limitada regido chamada sitio ativo, que usualmente é formada por



alguns residuos de aminoacidos, enquanto que o resto da proteina atua na estrutura
conformacional (ILLANES e ALTAMIRANO, 2008).

Segundo WILSON e WALKER (2010), para varias enzimas, a velocidade inicial da
reacao varia hiperbolicamente com a concentracdo do substrato para uma concentracao fixa
de enzima. A equacdo matematica que expressa essa relacdo hiperbdlica entre velocidade
inicial e a concentracdo de substrato (Figura 1) é conhecida como equagdo de Michaelis-
Menten (Equacéo 1):

_ Vimax [S ]
" T K + 5]

Onde Vmax € 0 valor maximo da velocidade inicial quando todos os sitios ativos estdo

Equacéo 1

ocupados, Kn € a constante de Michaelis-Menten e [S] é a concentracdo do substrato.
Quando a concentracdo do substrato é tal que a velocidade de reacdo é metade da

velocidade méxima, obtém-se:

v = Vmax[S] :> Vmax — Vmax[s]
K, + [S] 2 K, + [S]

=>
Equacéo 2
> =gy = K+ [S]=2[8] => Ky, = [5]

v, Enzima 1(E1)

Enzima 2 (E2)
(Vinaxe1)/2 / /
(VmaxEl)'/z &/‘

K1 Kz [S]

Figura 1. Comportamento cinético de duas enzimas distintas. Fonte: WILSON e WALKER
(2010) e DUTTA (2008), com adaptacdes.

Sob estas condicOes a velocidade da reacdo é somente dependente da conversdo do
complexo enzima-substrato, em produto e da difusdo dos produtos a partir da enzima. A partir
da Equacdo 2, pode ser observado que nessa condicdo Km é numericamente igual a

concentra¢do do substrato quando a velocidade inicial é igual a metade da sua velocidade
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maxima, tendo como unidade a molaridade. Valores de K estdo na faixa de 102 a 10° M e
sdo importantes pois permitem calcular a concentragdo do substrato necessaria para saturar
todos os sitios ativos da enzima. Deste modo, o valor de Kn é inversamente proporcional a
afinidade da enzima pelo substrato e pode ser demonstrado de maneira mais clara na Figura 1,
quando comparamos as curvas cinéticas de duas enzimas distintas aplicadas na mesma
concentragdo. Percebe-se que com Kmez > Kme1 0 Vmax para a Enzima 2 € menor que a Vmax
da Enzima 1, portanto podemos concluir que a Enzima 1 tem uma maior velocidade reacional
e uma maior afinidade pelo substrato.

Segundo LEHNINGER et al. (2011), as enzimas séo divididas em seis grandes classes
(Oxidorredutases, Transferases, Hidrolases, Liases, Isomerases e Ligases), cada uma com sua
subclasse conforme o tipo de reacdo catalisada. A cada enzima é atribuido um ndmero
classificatorio de quatro digitos e um nome sistematico, que indica o tipo de reacdo que ela
catalisa. Por intermédio de um acordo internacional estabelecido pela Unido Internacional de
Bioguimica e Biologia Molecular (IUMBM), foi adotado um sistema para nomear e
classificar as enzimas onde, por exemplo, a enzima lipase recebe o nome de triacilglicerol
hidrolases, e tem a seguinte classificacdo: E.C. 3.1.1.3 (EC: Classificacdo enzimatica; 3:
Classe das Hidrolases; 1: atuam em ligacGes de éster; 1: hidrolases de ésteres carboxilicos; 3:
numero da ordem da enzima) (WEBB, 1992).

3.1.1. Lipase

As lipases sdo enzimas geralmente versateis que aceitam uma ampla gama de
substratos (esteres alifaticos, aliciclicos, biciclicos e aromaéticos, tioésteres, aminas ativadas)
mantendo ao mesmo tempo elevada régio-, quimio- e enantiosselectividade. A estabilidade da
maioria das lipases em solventes organicos abre o caminho para a sua exploracdo em sintese
organica nas reacBes de esterificacdo, transesterificacdo, aminélise e oximolise. Tais
propriedades fazem lipases atores fundamentais no setor da enzima industrial
(ALBERGHINA, 2007). Tais enzimas sao produzidos em grande parte em micro-organismos
e, especificamente, lipases bacterianas desempenham um papel vital em empreendimentos
comerciais.

Lipases podem ser produzidas comercialmente, com a maioria tendo origem de
bacteriana ou de fungo. Lipases de origem bacteriana possuem peso molecular na faixa de 19-

60 kDa. Todas exibem a caracteristica padrao conhecida como a dobra o/p-hidrolase, onde o



nucleo da lipase é composto por uma folha 3 central constituida em até 8 diferentes 3 fios (B1-
B8) conectadas por até 6 o hélices (al- a6). O sitio catalitico é formado por uma triade
catalitica constituida pelos aminoacidos Serina, Acido Aspartico (ou Glutamico) e Histidina.
O residuo nucleofilico Serina esta localizado no terminal-C no final do fio 5 em um
pentapeptideo altamente conservado formando a caracteristica B-vira- o denominado
"cotovelo nucleofilico”. A hidrolise do substrato inicia-se com um ataque nucleofilico por
parte do catalisador-Ser-oxigénio no atomo de carbonila da ligacdo éster, conduzindo a
formacéo de um intermediario tetraédrico estabilizada pelo hidrogénio ligando-se aos atomos
de nitrogénio dos residuos de amino&cidos pertencentes ao chamado “buraco oxidnion”. Um
alcool ¢ liberado, deixando de lado um complexo lipase-acil, que finalmente é hidrolisado
com a liberacdo de &cido graxo e regeneracdo da enzima (JAEGER e REETZ, 1998).
Estruturalmente, aléem da regido que compde o sitio ativo, existe uma estrutura anfipatica
movel que cobre o sitio ativo catalitico da maioria das lipases, chamada regido de tampa
hidrofébica ou lid, que estd envolvida na seletividade de lipases através da ativacdo interfacial
(SECUNDO et al., 2006).

A ativacdo interfacial ocorre da seguinte maneira, as lipases sdo enzimas complexas
que normalmente tém duas conformac6es, uma fechada em que o centro ativo esté isolado do
meio por uma cadeia polipeptidica (tampa) e uma forma aberta, onde a tampa é deslocada e o
centro ativo da lipase é exposto ao meio. A conformacdo aberta apresenta uma éarea
hidrofébica muito grande exposta ao meio, formada pelos residuos em torno do centro ativo
da lipase e pelos grupos na face interna da tampa. A exposicao da lipase a um meio hidrofilico
(por exemplo, uma solugdo tampdo) € desfavoravel, fazendo com que a enzima em meio
homogéneo aquoso permaneca na conformacao fechada. No entanto, a lipase na conformacéo
aberta torna-se adsorvida e estabilizada nas gotas hidrofébicas dos 6leos por serem 0s seus
substratos naturais, permitindo que estas enzimas atuem sobre a interface (REIS et al., 2006;
SCHRAG et al., 1997; VERGER e DE HAAS, 1976).

Dentre as Lipases comerciais, a lipase proveniente da bactéria Burkholderia cepacia
(LBC) vem demonstrando destaque por ser uma enzima Util que catalisa uma ampla gama de
reacdes diferentes em 4gua e solventes ndo polares em condicdes suaves. E um catalisador
altamente seletivo para uma ampla gama de substratos, incluindo a resolucdo cinética de
misturas racémicas de alcoois secundarios por hidrélise em agua ou esterificacdo em
solventes organicos (TRODLER et al., 2009).



O diagrama topoldgico da Lipase Burkholderia cepacia (LBC) é demonstrado na
Figura 2, onde pode-se observar a triade catalitica representadas por Ser (Serina), His
(Histidina) e Asp (Acido aspartico) / Glu (Acido glutamico).

Figura 2. Diagrama topoldgico estrutural da lipase Burkholderia cepacia. Fonte: KIM et al.
(1997)

Sendo assim, para obter uma melhor visualizacdo da ativagéo interfacial da LBC,
TRODLER et al. (2009) realizou mdltiplas simulacdes da dinamica da molécula para as
conformac@es aberta e fechada da tampa utilizando modelos explicitos de solventes de agua e
tolueno, pois as moléculas de agua sdo supostamente essenciais para manter a flexibilidade da
lipase. Para cada sistema um comportamento similar foi identificado, onde, houve uma
abertura rapida da tampa quando o tolueno entrava em contato com a estrutura fechada, e, um
rapido fechamento quando em contato com a agua. A Figura 3, demonstra a transicdao
conformacional da LBC.

Observa-se entdo que a LBC demonstra uma alta preferéncia para catalisar meios
hidrofébicos, como a hidrélise de triglicerideos com cadeia carbonica maior que oito
(BORNSCHEUER et al., 1994). Essa enzima vem sido utilizada para sintese organica e
hidrolise devido a sua enantioseletividade (KAZLAUSKAS et al., 1991; WEISSEFLOCH e
KAZLAUSKAS, 1995).

Apesar do elevado potencial de aplicagdo das enzimas, devido & pressdo dos
consumidores, elas precisam ser otimizadas, de modo a cumprirem suas funcGes bioldgicas

eficientemente.
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Figura 3. Transicdo conformacional da LBC, encontrando-se com tampa fechada na etapa A

e gradualmente abrindo a tampa do sitio ativo, na cor azul, apds 30ns de fornecimento de
tolueno. (A) no inicio; (B) depois de 3ns; (C) 7 ns; (D) 10 ns; (E) 17 ns. Fonte: TRODLER et

al. (2009), com modificages.

O aumento do uso de enzimas imobilizadas é de particular interesse, uma vez que as
enzimas ficam fisicamente confinadas ou localizadas numa certa regido do espaco (suporte)
com retencdo de sua atividade catalitica, podendo ser usada repetidamente e continuamente.
Nesta técnica, a enzima fica retida no interior (poros) ou na superficie de um material que €
utilizado como suporte. O complexo enzima-suporte mantém as caracteristicas fisicas do
suporte e, a0 mesmo tempo, retém a atividade biolégica da enzima na forma soltvel (BON et
al., 2008)

3.2. Imobilizacdo de Enzimas

Por razBGes econdmicas e técnicas, a maioria dos processos quimicos catalisados por
enzimas requer 0 Seu reuso ou 0 uso continuo do biocatalisador por um extenso periodo de
tempo. Dentro desta perspectiva, a imobilizacdo de enzimas pode ser definida como uma
técnica que nos permite a reusar ou utilizar continuamente o biocatalisador (GUISAN, 2006).
No entanto, a ideia de reutilizar a enzima implica que a estabilidade da preparagéo da enzima
final deve ser suficientemente elevada para permitir que essa reutilizacdo seja realizada. A
enzima precisa ser muito estavel, ou entdo se tornar altamente estabilizada durante o processo
de imobilizacdo (MATEO et al., 2007).



As propriedades das preparacOes de enzimas imobilizadas sdo influenciadas pelas
propriedades da enzima e do material do suporte (TISCHER e KASCHE, 1999). As
caracteristicas do suporte sdo de importancia primordial na determinacdo do desempenho do
biocatalisador imobilizado. Propriedades ideais em um suporte incluem resisténcia fisica a
compressdo, hidrofilicidade, inércia em relacdo facilidade de derivatizagdo enzimatica,
biocompatibilidade, a resisténcia ao ataque microbiano, e disponibilidade a baixo custo
(BELCHETZ et al., 1977; STORM et al., 1997). Segundo BON et al. (2008) dentre os varios
parametros que devem ser considerados 0os mais importantes sdo apresentados na Tabela 1, os
quais incluem pH, temperatura, forca i0nica, pressdo, agitacdo, liberacdo de co-fatores e do
substrato com a remogéo dos produtos. Estes fatores influenciam no desempenho do suporte,
na conformacdo da enzima, na velocidade de transferéncia de massa e de reacdo intrinseca, e,
portanto, afetam o comportamento da enzima imobilizada. Assim sendo, a interacdo entre a
enzima e o suporte gera um derivado imobilizado com propriedades quimicas, bioquimicas,
mecanicas e cinéticas especificas. Na Figura 4 é demonstrado o estudo que deve ser realizado

para a preparacdo de um biocatalisador imobilizado.

Natureza fisica l L.\arureza quumica ’ {l.\'atureza da enzima

Componentes quimicos

Hidrofilicidade/

Superficie
Hidrofobicidade

Tamanho de poro
Tamanho de particula

Quimica superficial

Ligacgoes funcionais

Aditivos Enzima

Suporte

Figura 4. llustracdo generalizada sobre os principais parametros utilizados para a

imobilizacdo enzimatica. Fonte: CAO et al., (2005), com modificacdes.

A imobilizacdo pode ocorrer através da adsor¢do, da ligacdo utilizando um reagente
multifuncional, de ligacGes cruzadas da enzima em um material insolvel, assim como em seu
confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulacdo através de uma
membrana polimérica (DALLA-VECCHIA e NASCIMENTO, 2004).
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Tabela 1. Fatores que influenciam o desempenho de uma enzima imobilizada.

Enzima

Propriedades Bioquimicas: Massa molecular, grupos funcionais da

superficie proteica, pureza (fungdes de inativacdo ou protecdo das
impurezas).

Pardmetros Cinéticos: Atividade especifica, perfil de pH e temperatura,

parametros cinéticos para a ativacao e inibicdo, estabilidade térmica,

pH, solventes, contaminantes e impurezas.

Suporte

Caracteristicas Quimicas: Composicdo e base quimica, grupos

funcionais, estabilidade quimica, contribuices da superficie do
suporte, tais como: os micro-efeitos (pH, carga da superficie, natureza
hidrofobica e hidrofilica, efeito redutor e a presenca de ions metalicos).

Caracteristicas Mecénicas: Didmetro do poro, comportamento de

compressdo, tamanho da particula; area superficial; volume acessivel
da matriz, resisténcia a compactacdo em operacGes em altas vazGes
para reatores de leito fixo; abrasdo para reatores agitados e velocidade
de sedimentacdo para leitos fluidizados.

Caracteristicas Morfologicas: Suportes ndo-porosos (baixa area

superficial), porosos (grande area superficial), estrutura de gel.

Enzima Imobilizada

Método de Imobilizacdo: Fixacdo de proteina, eficiéncia da enzima

ativa, pardmetros cinéticos intrinsecos.

Efeitos de transferéncia de massa: Particdo (diferente concentragdo do

soluto dentro e fora das particulas do catalisador), difusdo interna
(poros) e externa.

Estabilidade: operacional (expressa em tempo de meia-vida sob
condicdes operacionais), estabilidade de estocagem
Desempenho: Produtividade (produto formado por unidade de
atividade ou massa de enzima), consumo de enzima (e.g. unidades por

kg de produto)

Fonte: BON et al., (2008), com modificacdes

Estas sdo combinagdes de métodos quimicos que envolvem a formagéo de, no minimo,

uma ligacdo covalente entre os residuos terminais de uma enzima e um grupo funcional do

suporte, ou entre duas ou mais moléculas de enzima; métodos fisicos que envolvem as forgas
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fisicas como adsorcdo, interacBes eletrostaticas; métodos de encapsulacdo ou
microencapsulacdo em matrizes poliméricas (CARVALHO et al., 2014). Na Figura 5,
demonstra-se 0 mecanismo dos principais tipos de imobilizacdo discutidos na literatura
(IQBAL et al., 2013).

Adsorcdo fisica Ligagdo covalente

Encapsulacio

Figura 5. Principais métodos de imobilizacdo de enzimas. Fonte: IQBAL et al. (2013), com

modificagdes.

3.2.1. Adsorcao Fisica

E a técnica mais antiga de producdo de enzimas imobilizadas, assim como a mais
simples, geralmente preserva a atividade catalitica da enzima, sendo considerado um método
economicamente atraente. Consiste em colocar em contato a solu¢do enzimatica aquosa com o
suporte (superficie adsorvente), em determinadas condi¢des de pH, temperatura e agitacéo.
Apo6s a imobilizacdo o suporte € lavado para remoc¢ado das moléculas de enzima que nao foram
adsorvidas (MESSING, 1976). As enzimas estdo ligadas ao suporte através de ligacdes de
hidrogénio, forcas de Van der Waals e interacdes hidrofébicas. Nesse processo, as naturezas
das forcas envolvidas podem ser revertidas, mudando as condic¢des que influenciam a forca da
interacdo (por exemplo, pH, forca idnica, temperatura ou a polaridade do solvente). As
desvantagens da tecnica de adsorcdo fisica incluem que a enzima pode ser facilmente
lixiviada a partir da superficie do suporte em um meio aquoso quando as interacGes sdo
relativamente fracas (GUISAN, 2006). O processo de adsorcdo ndo € especifico e algumas
vezes pode provocar a inativacdo parcial ou total da enzima. Neste caso, somente suportes
com alta afinidade pela enzima podem causar a sua menor desnaturagdo (BON et al., 2008).

Estudos da isoterma de adsor¢do desempenha um papel importante no procedimento

de modelagem preditiva na analise e planejamento de um processo de adsorcédo, tal
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modelagem vem sido utilizada para prever o comportamento da enzima na superficie do
suporte quando empregada a imobilizacdo por adsorcdo fisica (AL-DURI e YONG, 2000;
ALVES et al., 2016; ALVES et al., 2017; LAGE et al., 2016; TU et al., 2009; MIRANDA et
al., 2014; RAMANI et al., 2012; SILVA et al., 2014; TRAN et al., 2012).

Os principais modelos utilizados para prever o comportamento da enzima na
superficie do suporte estdo listados na Tabela 2 seguidas de sua descri¢do e equacdo segundo
ilustrado por FOO e HAMEED (2010).

Tabela 2. Descricdo dos principais modelos de isotermas aplicados no estudo do

comportamento da enzima na superficie do suporte.

Isoterma Aplicacao Equacao

Descreve adsorcdo homogénea, onde cada

molécula possui uma entalpia constante e uma * C .
Langmuir _ o ) B Q. = Omax * Ce Equacéo 3
energia de ativacdo de adsorcdo (todos os sitios K, + Ce

possuem afinidade igual para o adsorvato)

Aplicado a adsor¢do de camadas mdltiplas, com
Freundlich distribuicdo ndo uniforme de adsorgdes sobre @, = K,  C,(/™ Equacéo 4

uma superficie heterogénea

Forma combinada das isotermas de Langmuir e
Freundlich. Se aproxima do modelo de
Redlich- Freundlich na regido de alta concentracdo de Kgpp * C, .
=— Equacéo 5
Peterson adsorbante  (expontente tentendo a zero) 1+axC,
enquanto que em baixa concentragdo se

aproxima do modelo de Langmuir

Outra forma combinada das isotermas de

Langmuir e Freundlich deduzidas para prever os

sistemas de adsorcdo heterogéneos e contornar a

limitagdo da concentragdo de adsorvente
) crescente associada ao modelo de isoterma de g, :KS*—&BS .
Sips _ ) 1+ (as*CeP)  Equacdo 6

Freundlich. Em baixas concentracbes de

adsorvato, reduz-se a isoterma de Freundlich;

Enquanto a altas concentragdes, prevé uma

capacidade  de  adsorcdo monocamada

caracteristica da isoterma de Langmuir.
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Onde Qe € a capacidade de adsorcdo no equilibrio (U/g), Ce é a concentracdo de
enzima residual no sobrenadante apds a adsorcdo (U/mL), Qmax é a capacidade maxima de
adsorcdo do suporte (U/g), KL é a constante de Langmuir (mL/U), Kr é a constante de
Freundlich (U/g), n é o expoente de Freundlich (adimensional), Krp (MmL/U) € a (1/U) séo as
constantes de Redlich—Peterson, b é o seu expoente (adimensional), Ks e as (mL/U) sdo as
constantes de Sips e Bs € 0 seu expoente (adimensional).

No entanto, utilizando a equacdo de Langmuir (Equagdo. 3), uma constante
adimensional comumente conhecida como fator de separacdo (RL) definida por WEBER e

CHAKRAVORTI (1974) representada de acordo com a Equacgéo. 7

1

R,=——
T+ K+ G

Equacéo 7

Onde C, indica a concentracéo inicial de adsorvato (mg/mL). Nesse contexto, baixos
valores de Ry reflete em um processo de adsorcdo mais favoravel. Em uma explicagdo mais
profunda, o valor de R. indica a natureza do processo de adsorcdo podendo ser ndo favoravel
(RL >1), linear (RL =1), favordvel (O<R_ <1) ou irreversivel (R =0).

De acordo com ZUYI e TAIWEI (2000), existe um equilibrio entre as moléculas
adsorvidas (AS) na superficie do solido (S) e nas moléculas que estdo na fase liquida (A) de
acordo como demonstrado na Equacéo. 8.

Kﬂ
A+SZ2AS Equacéo 8

Kd

Onde Ka e Kq séo respectivamente as taxas constantes de adsor¢do e dessorgdo. No

equilibrio, ambas as taxas sao iguais, entdo Kc=Ka/Kg.

Analogamente, consideracdes termodinamicas também sdo realizadas para concluir se
0 processo aconteceu de maneira espontanea ou nao no processo de adsorcdo. A imobilizacdo
por adsorcao fisica ocorre de maneira espontanea quando em uma dada temperatura a energia
livre de Gibbs, AG (kJ/mol), relacionada descrita de acordo a Equagdo. 9 ocorre em um

ndmero negativo.

AG = —RTy,Iln(Kc).. K, = % Equacéo 9
Onde R é a constante universal dos gases (8.314 J/mol K), Ta, € a temperatura absoluta
(298,15K) e K¢ é a constante de equilibrio do fendmeno de adsor¢do. ALVES et al. 2016

relata que o aumento do carregamento de proteina no processo de imobiliza¢do por adsorcéo
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fisica reduz a espontaneidade do processo devido a redugdo na area superficial disponivel no
suporte em questdo para adsorver a enzima (saturacdo do suporte).

Processos de adsorgdo com AG até -20 kJ/mol corresponde a interacOes
adsorvente/adsorbato ocorrendo por intermédio do fenomeno de adsorc¢éo fisica, por outro
lado, quanto mais negativo os valores de AG chegam abaixo de -40 kJ/mol, pode-se
corresponde ao processo interagdes por intermédio de ligacBes quimicas (TU et al., 2009).

3.2.2. Ligacao Covalente

Este método de imobilizacdo baseia-se na formacdo de uma ligagdo covalente entre a
enzima e o suporte, é frequentemente mais complexo e utilizam condi¢cdes menos brandas do
que as demais técnicas de imobilizacdo. Como a ligacdo formada é forte, a enzima
imobilizada obtida por este método é estavel, isto é, ndo se solta do suporte em presenca do
substrato ou de solugBes de alta concentracdo idnica. A ativacdo do grupo ligante é
frequentemente realizada no suporte a fim de reduzir o risco de diminuicdo da atividade
catalitica da enzima, geralmente, a ligacdo covalente ocorre com o0 grupo amino da lisina
presente nas enzimas e grupo aldeido do suporte. As reagdes de ativacdo do suporte podem
ser por: diazotizacdo, formacao de ligagdo amida, alquilagéo e arilagdo, formacdo de base de
Schiff, reacdo de Ugi, reacBes de amidinacdo, troca do dissulfeto-tiol, interacbes enzima-
mercurio e ligagdo induzida por radiacio (MILETIC et al., 2012).

Com o objetivo de melhoria para conseguir alta atividade enzimética, algumas vezes,
sdo utilizadas técnicas que procuram evitar a inativacdo dos residuos de aminoacidos do
centro ativo da enzima. Dentre estas se pode citar: a ligacdo covalente da enzima na presenca
de um inibidor competitivo ou do substrato, a ligacdo reversivel de um complexo enzima-
inibidor, a modificacdo quimica de uma enzima soltvel, induzindo a ligacdo com o suporte
pelos novos grupos introduzidos, e a ligagdo multipontual da enzima ao suporte (BON et al.,
2008).

Um esquema representativo do processo de formacgdo da ligagdo multipontual é
representado na Figura 6, tal método pode produzir uma estrutura mais rigida e menos
sensivel a alteragdes conformacionais, assim, a atividade da enzima sob condigfes drésticas
pode tornar-se maior do que a da enzima livre. A superficie do suporte pode produzir alguns
efeitos que podem afetar o desempenho da enzima, através de separagdo de substratos,

produtos ou componentes do meio de reacdo (RODRIGUES et al., 2013).
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SUPORTE
+

ENZIMA

Figura 6. Esquema da funcionalizacdo e a ativacdo de suportes inorganicos durante a
imobilizacdo covalente multipontual (funcionalizacdo com grupos -NH2 e a ativacdo com
brometo de cianogénio é relatado como um exemplo). Fonte: SHELDON e VAN PELT
(2013)

Outro tipo de imobilizacdo por ligacdo covalente € a imobilizacdo por ligacdes
cruzadas, nesse método as enzimas sdo fortemente ligadas entre si, com a utilizacdo de um
agente multifuncional. E primordial nesta técnica de imobilizacio a selecdo de um reagente
gue promova a ligacdo entre grupos ndo envolvidos na catalise e que esteja em concentracao
suficiente para a completa imobiliza¢do e manutencdo da atividade enzimatica (CARVALHO
etal., 2014).

Ainda pode-se salientar a possibilidade de co-imobilizar dois ou mais tipos de enzimas
formando o agregado enzimatico por ligacGes cruzadas, definido na literatura por CLEA
(cross-linked enzyme agregates), sendo assim, capazes de catalisar multiplas
biotransformag@es, em passo (nico ou em sequéncia de uma série de processos cataliticos. E
considerado como um método de relativo baixo custo referente a outros métodos de
imobilizacdo, uma vez que ndo necessita de suporte de custo elevado e o produto final é puro
devido ao uso de sulfato de amonio como substrato (GARCIA-GALAN et al. 2011).

O procedimento consiste na precipitacdo da enzima para a obtencdo de agregados,
onde é posteriormente reticulado com glutaraldeido. Na preparacdo do CLEA, o grupo
aldeido do glutaraldeido reage com os grupos amino da proteina. Por vezes, o teor de amina
da enzima é baixo e a reticulagdo pode ndo ser muito eficaz. Para superar este problema, a
agregacao pode ser preparada na presenca de certos aditivos tais como albumina de soro

bovino que tem um grande namero de grupos amina (KHANAHMADI et al., 2016).
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3.2.3. Encapsulamento

O encapsulamento de enzimas consiste no aprisionamento da biomolécula numa
matriz, ndo existindo uma associacdo covalente entre a matriz e a enzima. Essa técnica
restringe a rotacdo da enzima, ainda assim permitindo o reconhecimento do substrato em meio
reacional (DAVE et al., 1995; EDMISTON et al., 1994; GOTTFRIED et al., 1999).

Neste sistema cria-se uma cela artificial delimitada por uma membrana porosa.
Moléculas grandes, tais como enzimas, ndo sdo capazes de se difundir através desta
membrana, enquanto que pequenas moléculas, como substratos e produtos, se difundem
(DALLA-VECCHIA e NASCIMENTO, 2004).

As vantagens de imobilizar a enzima por essa técnica podem ser identificadas como
principalmente a permeabilidade das matrizes, permitindo o transporte de compostos com
baixo peso molecular entre os poros do biocatalisador imobilizado, a porosidade do material,
permitindo o alojamento de biomoléculas de diferentes tamanhos, a resisténcia a quimicos,
térmicos, e a degradacdo bioldgica; e efeitos de inchaco despreziveis (GUISAN, 2006)

No entanto, a transferéncia de massa através da membrana pode ser um problema. A
velocidade de difusdo dos substratos e produtos através da membrana ¢ um fator limitante e
geralmente sdo necessarias altas concentracdes de substratos a fim de limitar esta influéncia.
As enzimas encapsuladas apresentam atividade mais elevada em substratos de baixa massa
molar, pois estes compostos se difundem pela membrana e se aproximam com mais facilidade
do sitio ativo do biocatalisador (VILLENEUVE et al., 2000).

A encapsulacdo da enzima pode ser realizada através da técnica Sol-Gel, sendo assim,
a encapsulacao é resultante de dois processos simultaneos: condensacdo dos precursores de
silica para formacdo da rede porosa de silica e a encapsulacdo da enzima. A variaveis do
processo envolvem a anélise do tempo e temperatura da reacdo, natureza do catalisador,
concentracdo de reagentes, determinando assim, as caracteristicas finais do sistema, incluindo
a porcentagem de hidrdlise e condensacdo de grupos reativos, densidade de reticulagdo e
homogeneidade do produto. Além disso, aditivos podem ser usados para melhorar o processo
e obter materiais com melhores propriedades, o que possibilita modificagdes nas propriedades
mecanicas, controle de porosidade e ajuste no balanco hidrofilico/hidrofobico (CARVALHO
etal., 2014).
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3.3. Silica Aerogel

A nanotecnologia € a ciéncia que estuda os nanomaterias que consistem em policristais
com gréos menores que 100 nanémetros, em pelo menos uma direcio (BLASZCZYNSKI et
al., 2013). A producéo de nanomateriais € um bom exemplo do desenvolvimento acelerado da
nanotecnologia, de modo que um dos seus desafios atuais € o aumento de protocolos
experimentais para a sua sintese sobre uma variedade de composic¢des quimicas, tamanhos de
particula e elevada monodispersdao (DOLATABADI e DE LA GUARDIA, 2011).

As nanoparticulas de silica provaram ser importantes em Vvérias aplicacfes
biotecnolégicas e biomédicas tais como a producdo de biossensores, de drogas,
biocatalisadores, marcacdo celular, separacdo de células, agentes de contraste para
ressonancia magnética e ultrassom (NEETHIRAJAN et al., 2009). A silica € um oOxido
inorganico amorfo formado por processos de polimerizacdo, sendo assim, para a obtencéo da
silica a técnica sol-gel tem atraindo grande interesse (VIOUX et al., 2010). Devido a vasta
diversidade de aplicacdes, a preparacdo da silica requer a preparacdo de materiais de
diferentes estruturas porosas e variadas caracteristicas fisico-quimicas (SKUBISZEWSKA-
ZIEBA et al.,, 2016). A formacgdo da silica, ocorre através de reacdes de hidrolise e
policondensacdo de precursores, tais como tetraetilortossilicato (TEOS) (BARBOSA et al.,

2016), como demonstrado na Figura 7.

HC H  0—8i—0—§i—0—Si—0-
w B OH ) )
H H ~0~$i—0—4§i—0—i—0-

Yy %

QEt - OH o @\L“
EO-Si-OEt —2o o jO-i-on ~Sondensacio o

Ok on QPP

Figura 7. Representacdo esquematica do processo de crescimento de nanoparticulas de silica

pura a partir de TEOS. Fonte: ZHANG et al. (2014), com modificacGes.

Observa-se que a formacao do gel da silica se precede pela hidrolise do Si(OR)4 seguido
de condensagdo para se obtengdo de uma rede polimérica em SiO2 ponte-oxo. A hidrélise
converte a ligacdo Si—OR para Si—-OH que se condensam para formar a estrutura de ligagoes
Si-O-Si-0xo ponte, essas reagdes ocorrem numa regido localizada conduzindo a formacéao de
particulas de sol. Enquanto a policondensacdo procede, o grau de ligacdo cruzada entre as
particulas aumenta e a viscosidade do sol é aumenta, assim, este material viscoso solidifica e

conduz a formagdo de um gel poroso (DUNN et al., 1998). No processamento classico de sol-

18



gel, a fase liquida é removida, onde o material alvo sera um solido poroso obtido apés a sua
secagem (VIOUX et al., 2010).

Dependendo do método utilizado para extrair o fluido do poro da matriz sol-gel de
silica, um sdlido com porosidade variavel pode ser obtido (BLASZCZYNSKI et al., 2013).
Na Figura 8 é possivel diferenciar trés técnicas de secagem, onde o mais convencional é a
secagem ao ar ambiente, que ndo sdo capazes de preservar a estrutura do gel conduzindo a
formagc&o de xerogéis (GARCIA-GONZALEZ et al., 2012).

c . L a)
ecagem supercritica
g pe Aerogel
\ g y

Secagem ambiente

o b)
(evaporacdo)

Xerogel

- -

Secagem a frio c)
\ (liofilizagdo)
- Criogel

Rl

Figura 8. Tipos de secagem da Silica. Fonte: GARCIA-GONZALEZ et al. (2012), com

modificacdes.

A técnica de liofilizacdo consiste em baixar a temperatura do gel abaixo da temperatura
de cristalizacdo do solvente, o solvente é entdo removido como um vapor por reducdo da
pressdo (sublimacdo), produzindo o criogel (COMIN et al., 2012), ja o aerogel € seco pelo
método supercritico, que tem o efeito de atenuar em grande parte (em teoria suprimir) as
tensGes capilares que comprimem a rede do gel, isso geralmente tem um efeito menor na area
de superficie especifica do gel, que ndo é muito diferente em xerogéis. Por outro lado, isto
tem um efeito drastico sobre o volume especifico de poros, sendo muito maior em aerogéis do
que em xerogeis (EL RASSY et al., 2004a). No entanto, ha autores que fazem uso de liquidos
ibnicos, dotados com pressdo de vapor desprezivel, permitindo considera-lo como parte do
gel. Este sistema solido-liquido estavel é chamado ionogel, combinando as propriedades
fisicas das duas redes (6xido e liquido iénico) intercalados em escala nanométrica (VIOUX et
al., 2010).

19



Os aerogéis de silica sdo Unicos entre os materiais sélidos devido a sua densidade
extremamente baixa (por volta de 0,003 g/cmq), alta porosidade (até 99% em volume de um
monolito), uma rede de poros aberta e uma elevada area de superficie especifica (até 1000 m#/
g), possuindo uma alta transparecia oOtica (95% de transmissdo na regido visivel) proximo a
transmitancia Optica de vidros, baixa condutividade térmica (<0.02W/mK) sendo semelhante
a das espumas de poliestireno ou de poliuretano, ou caracteristicas de adsorcdo muito
elevadas semelhantes as encontradas no carvéo vegetal (HRUBESH, 1998).

De acordo com a literatura, a utilizacdo de aditivos no processo de imobilizacdo pode
influenciar positivamente a atividade e a estabilidade de enzimas imobilizadas (REETZ et al.,
2003; ZARCULA et al., 2010). Os LlIs por sua vez, vem despertando interesse sobre a sua
capacidade de melhorar a solubilidade de proteinas e enzimas, ajustando a velocidade de
reacdo e a extracdo de compostos diferentes a partir de meios de fermentacdo (DE LOS RIOS
et al., 2007). Além disso, vem sido relatados como responsaveis na modificacdo estrutural em
suportes para a imobilizacdo de enzimas, resultando em um aumento do rendimento de
imobilizacdo e estabilidade operacional para os biocatalisadores imobilizados (LEE et al.,
2007; VILA-REAL et al., 2011; ZARCULA et al., 2010).

Foram identificadas potenciais aplicacdes para a utilizacdo de liquido iénico prético
com proteinas, melhorando a solubilidade e a monodispersidade de proteinas, como agente
precipitante e como aditivo. O potencial dos liquidos i6nicos leva a implementa-los como
aditivos no processo de imobilizacdo sol-gel, com a finalidade de proteger contra a inativacédo
de enzimas devido ao alcool de liberagdo e encolhimento do gel durante o processo de
encapsulacdo (SOUZA et al., 2013).

Dentre as diversas aplicacdes cientificas e técnicas para o aerogel da silica, tais como
adsorventes (por exemplo, de umidade), isolante térmico, na catélise, biosensores para ser
aplicado em ciéncias da vida (por exemplo, deteccdo de particulas virais) e na biocatalise
(suporte na imobilizacdo de enzimas) (KAROUT e PIERRE, 2007).

No que diz respeito a imobilizagdo de enzimas, nos ultimos anos, o uso da silica aerogel
é utilizada como suporte objetivando uma melhor estabilizacdo da biomolécula aplicado na
catélise de diversos tipos de reagdo, nas quais € possivel identificar na Tabela 3.

As modificacdes fisicas, quimicas e morfoldgicas dos suportes, pela aplicacdo de
aditivos, podem produzir biocatalisadores imobilizados com maior eficiéncia catalitica devido
a minimizacdo dos efeitos difusionais de substratos e produtos durante a reacdo, além da

melhoria da estabilidade operacional em processos continuos e descontinuos, e por esta razao
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desperta também o interesse industrial para estes biocatalisadores (SHELDON e VAN PELT,
2013). A partir das aplicacOes listadas na Tabela 3, é possivel identificar que o aerogel foi
modificado quimicamente objetivando a melhoria de suas caracteristicas fisico-quimicas e
melhorando consequentemente o seu desempenho como suporte na imobilizacdo de enzimas.

Os autores e BUISSON e PIERRE (2006) e NASSREDDINE et al. (2008) utilizaram a
silica aerogel mecanicamente reforcada pela impregnacdo de feltro de fibra cerdmica de
quartzo no sol da silica contendo a enzima antes da gelificacdo, o biocatalisador encapsulado
resultante foi aplicado na reacéo de esterificacdo de acido laurico por 1-octanol em isoctano e
na reacdo de transesterificacdo do Oleo de girassol. No primeiro caso, o biocatalisador pode
ser reutilizado até 42 vezes sem qualquer deterioracdo significativa, no segundo caso, 0
biocatalisador atingiu por volta de 90% de conversdo de biodiesel e pode ser reutilizado até 5
Vezes.

GAO et al. (2009, 2010a, 2010b) utilizaram a silica aerogel modificada com grupo
metila na imobilizacdo de enzimas resultando em um suporte hidrofébico permitindo a
enzima ser sucecivelmente imobilizada por adsorcao fisica obtendo uma retecdo de atividade
enzimatica de 56,44%. Barbosa et al 2016 relata a modificacdo do aerogel utilizado o liquido
ibnico prético Cs (Pentanoato N-metilmonoetanolam6nio) onde resultou em um aumento
significativo da sua area superficial (de 81 para 322 m?/g ), volume de poro (0,04 para 0,8
cm3/g) e didmetro de poro (1,1 para 5,0nm), tornando-o um melhor suporte para imobilizacdo
de enzimas quando comparado com o aerogel convencional aplicado como controle

experimental.
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Tabela 3. Prospecgdo académica referente a pesquisa utilizando aerogel aplicado na tecnologia de imobilizacdo de enzimas em ordem

cronoldgica.
?I'ecnl_c_a de~ Enzima imobilizada Reacéo aplicada Autor
imobilizagdo
Adsorcdo fisica  Penicilina G amidase (PGA), Termolisina e Alfa-  Acilacdo de L-TyrOEt com fenilacetato de metila BASSO et al.,
e encapsulacéo quimotripsina em tolueno (2000)
Encapsulacéo Lipase Burkholderia cepacia Esterificacdo do 1-octanol por &cido laurico BUISSON, (2001)
3 _ _ ] Esterificacdo de 1-octanol com &cido laurico que PIERRE e
Encapsulagéo Lipase Burkholderia cepacia )
produz laurato de octilo BUISSON (2001)
N _ _ ) Esterificacdo de acido laurico com 1-octanol e MAURY et al.,
Encapsulacéo Lipase Burkholderia cepacia y o )
reacao de hidrolise de laurato de octilo. (2002)
. laca Lipase Candida rugosa e Lipase pancreatica do Esterificacdo de acido butirico em sistema sem NOVAK et al.,
ncapsulagdo . ) .
porco solvente a pressdo atmosférica (2003)
_ _ ) Transesterificacdo de 1-octanol com laurato de  EL RASSY etal.,
Encapsulagédo Lipase Burkholderia cepacia o _ _ )
vinila produzindo laurato de octilo e acetaldeido (2004a)
3 _ _ ) o o ] EL RASSY etal.,
Encapsulagéo Lipase Burkholderia cepacia Esterificacdo do acido laurico com 1-octanol (2004b)
< , . . e L ) MAURY et al.,
Encapsulagéo Lipase Burkholderia cepacia Esterificacdo do acido laurico com 1-octanol (2004)
. . ) . . oo MAURY et al.,
Encapsulagéo Lipase Burkholderia cepacia Esterificacéo de &cido laurico com 1-octanol (2005)
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Continuacgéo da Tabela 3. Prospeccdo académica referente a pesquisa utilizando aerogel aplicado na tecnologia de imobilizacdo de enzimas em

ordem cronoldgica.

Técnica de

imobilizacdo

Enzima imobilizada

Reacdo aplicada

Autor

Encapsulagéo

Lipase Burkholderia cepacia e Lipase Candida

Sintese de biodiesel por transesterificacdo de 6leo de  ORCAIRE et al.,

antartica semente de girassol com acetato de metila (2006)
N ) ) Reacdo de esterificacdo do acido laurico por 1- BUISSON e
Encapsulacéo Lipase Candida rugosa _
octanol, em isooctano PIERRE (2006)
- o o _ PALJEVAC et
Encapsulacéo Cellulase Humicola insolens Hidrolise de carboximetilceluloseem meio aquoso 1. (2007)
al.,
) ) ) o N _ Sintese de biodiesel por com 6leo de sementesde ~ NASSREDDINE
Encapsulagéo Lipase Candida antartica imobilizada (Lipozyme) )
girassol com metanol, sem solvente et al., (2008)
Encapsulacéo Proteina fluorescente vermelha recombinante O teste de degradacdo por uma protease Ll et al., (2008)
: : : : . : : GAO etal.,
Adsorcao fisica Lipase Candida rugosa tipo VII Hidrdlise do azeite de oliva (2009)
) ) ] S ] ) GAO etal.,
Adsorcao fisica Lipase Candida rugosa Hidrdlise do azeite de oliva
(2010a)
Lipase Candida rugosa, Lipase Candida Antarctica GAOetal.,

Adsorgéo fisica

B livre (LCALB) e Lipase pancreatica do porco

Hidroélise do azeite de oliva

(2010b)




Continuacgéo da Tabela 3. Prospeccdo académica referente a pesquisa utilizando aerogel aplicado na tecnologia de imobilizacdo de enzimas em

ordem cronoldgica.

Técnica de o . 3 ]
_ L Enzima imobilizada Reacéo aplicada Autor
imobilizacdo
Sintese de oleato de n-butila por esterificacdo do acido
g . . . - KHARRAT
Adsorcao fisica Lipase Rhizopus oryzae oleico com n-butanol utilizando hexano como solvente
A etal., (2011)
organico
3 ) ) ) L ] ) BARBOSA et
Encapsulagéo Lipase Burkholderia cepacia Hidrolise do azeite de oliva
al., (2014)
Encapsulacédo/
Adsorgéo fisica _ _ ) o _ _ BARBOSA et
o Lipase Burkholderia cepacia Hidrolise do azeite de oliva
/Ligacéo al., (2016)
Covalente
) ) Guar galactomannan foi reticulado utilizando oxidacdo GHAFAR et
Reticulacao Peroxidase do rabanete e catalase

enzimatica para formar hidrogéis al., (2016)
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3.4. Reac0es cataliticas de sintese de interesse industrial

De acordo com GANDHI (1997), algumas lipases sdo melhores para reacdes de
sintese do que para reacdes de hidrolise. As principais reacdes catalisadas por lipases podem
ser classificadas como: Hidrdlise, Esterificacdo e transesterificacdo (Interesterificacdo,
Alcoolise, Acidolise). Na tabela 4 é listada algumas aplica¢des industriais da lipase.

Tabela 4. Possibilidades de aplica¢des industriais das lipases seguido de mecanismo reacional

e produto ou processo alvo

IndUstria Reacéo Produto ou aplicacao

Transesterificacao de 6leos

Biocombustiveis ) -
vegetais/animais

Biodiesel, ésteres etilicos

Remocédo de manchas de 6leo

Detergentes Hidrolise de tecidos e etc.

Enantiomeros,
Transesterificacao/hidrélise medicamentos, auxiliares
digestivos e etc.

Produtos
farmacéuticos

Emulsificantes, hidratantes,

Cosméticos Esterificacdo/transesterificacdo .
emolientes e etc.
Papel Hidrélise Papel com qualidade
melhorada
. Hidrolise de gordura do leite, Desenvolvimento de agentes
Alimentos e . - e . . .
bebidas amadurecimento (_jo queijo, modificacdo da aromatizantes em leite, queijo
gordura da manteiga e manteiga e etc.
Prolongamento da vida util,
Maionese e molhos,

Esterificacdo ou Transesterificacdo de
ésteres propriedades de melhoramento de
sabor e aroma

Manteiga de cacau,
margarina, acidos graxos,
glicerol, mono- e diglicéridos

e etc.
Alimentos saudaveis,
Hidrdlise de 6leos vegetais/animais suplementos alimentares,

Carnes e produtos de peixe.

Fonte: SARNEY (1994), com modifica¢des

Como pode-se observar na Tabela 4, as lipases sdo utilizadas com sucesso na sintese
de ésteres, onde os ésteres produzidos a partir de &cidos graxos de cadeia curta tém aplicacGes
como agentes aromatizantes na industria alimentar, enquanto que os ésteres metilicos e
etilicos dos acidos graxos de cadeia longa tém sido utilizados com vistas para producdo de

biodiesel e emulsificantes nas mais diversas areas da industria (SARNEY, 1994).
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3.4.1. Producao de ésteres etilicos

O biodiesel definido como uma mistura ésteres etilicos de acidos graxos de cadeia
longa com conversdo acima de 98%. E um liquido claro com uma cor de leve a amarelo-
escuro, o termo “bio” indica a sua fonte bioldgica, em contraste com o diesel convencional
(VAN KASTEREN et al., 2007). Tem ponto de fusdo acima de 200°C, ponto de fulgor entre
145-175 °C, faixa de destilacdo de 195-325 °C, e pressdo de vapor menor que 5 mmHg em
22°C. Também é insoltvel em &gua, tem um ligeiro odor de mofo/ensaboado, é biodegradavel
e tem reatividade estavel. No entanto, agentes fortes oxidantes devem ser evitados
(DEMIRBAS, 2009). O biodiesel pode ser usado como total ou parcial substituto para o diesel
derivado de petrdleo, podendo ser usado em sua fora pura, referida como B100, ou misturada
com o diesel em diferentes proporgdes (BX, com X sendo o volume percentual de biodiesel
na mistura) sem necessidade de qualquer alteragdo essencial nos motores de igni¢do por
compressdo (AGARWAL, 2007).

Existem varias fontes de triglicerideos para o biodiesel, tais como 6leos vegetais (6leo
de coco, soja, canola e etc), gordura animal (banha de porco, sebo de carne) e de éleo residual
de cozinha (BHUIYA et al., 2015). No brasil, 70% da producéo do biodiesel é a partir do 6leo
de soja. Outras fontes, tais como Gleo de semente de algodao, 6leo residual de cozinha, 6leo
de palma e a gordura do porco e do frango ndo tém sido amplamente utilizados hoje em dia,
representando menos de 10% (FERNANDEZ et al., 2017). Além de residuos de 6leos de
cozinha ou gorduras animais, o mercado de biodiesel também pode utilizar 6leos néo
refinados para diminuicéo de custos atrelados ao processo (CESARINI et al., 2013)

Dentre todas as rotas, o biodiesel produzido através da catalise quimica sdo 0s mais
comercializados, no entanto, a desvantagens dessas rotas quando comparadas ao processo
catalisado por enzimas, sdo os impactos ambientais tais como a disposi¢cdo de residuos e da
agua requerida para a lavagem, a formacdo de sab&o e a purificagdo (FERNANDEZ et al.,
2017). Outras vantagens da biocatalise para a reacdo de transesterificagdo sdo a alta
possibilidade de reuso do biocatalisador, regeneragéo e baixa temperatura reacional (RUHUL

et al., 2015). O mecanismo reacional de transesterificacdo é demonstrado na Figura 9.
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H,C-0OCOR H.C —OH

| _
H,C - OCOR +3R"OH—%#% ,  3RCOOR"+ 1.¢_ OH

|
H,C - OCOR H,C—OH

Catalisador

Triglicerideo + Alcool ————> Alquil ésteres + Glicerol

Figura 9. Reacdo de transesterificagdo com estruturas moleculares generalizada dos
compostos. Fonte: SIMONETTI et al., (2014) e RUHUL et al., (2015) (com modificacGes).

A qualidade do B100 depende do processo de produgdo e da estrutura dos lipideos
utilizado como matéria prima. Uma conversdo de biodiesel abaixo de 98% indica condi¢cfes
reacionais inapropriadas com presenca de impurezas no produto final, como monoglicerideos
(MG), diglicerideos (DG), triglicerideos ndo convertidos, acidos graxos livres e glicerol. As
impurezas podem levar a problemas graves no motor, tais como a corrosdo, a formacao de
depdsitos nos bicos de injecdo, etc (WAWRZYNIAK et al., 2005; MONTEIRO et al., 2008).
A nomenclatura utilizada para biodiesel com baixa conversao é de mistura de ésteres etilicos
(OLIVEIRA et al., 2014)

A sua presenca no biodiesel é limitada por uma legislacdo rigorosa, como a norma
Europeia EN 14015 onde ¢é estabelecido que a quantidade de MG, DG e de glicerol livre,
respectivamente, deve ser menor que 0,8;0,2 e 0,02% em peso (regulamentacGes similares séo
observadas em outros paises) (GRANADOS et al., 2010).

Anélise de impurezas de biodiesel sdo principalmente realizadas por cromatografia
gasosa (GC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Vantagens e limitacdes destas
técnicas foram descritos em outros lugares (MONTEIRO et al., 2008). Uma vez analisada a
amostra de biodiesel e verificada que de fato existem impurezas invalidando o processo de

producdo do biocombustivel, as impurezas por sua vez podem ser reaproveitadas.
3.4.2. Producao de ésteres de cera

Os ésteres de acidos carboxilicos de cadeia longa e &lcoois de cadeia longa,
tipicamente referidos como "ésteres de cera” sdo uma classe importante de organicos finos
gue sdo amplamente utilizados como materia-prima na inddstria de cosméticos, produtos
farmacéuticos, lubrificantes, tintas, revestimentos de madeira e produtos de perfumaria
(MUTLU e YILMAZ, 2016). Muitas caracteristicas atraentes, tais como biodegradabilidade,
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ndo toxicidade e preparacdo de Oleos vegetais fazem ésteres de cera industriais produtos
quimicos importantes (SUNITHA et al., 2007).

Os ésteres de cera podem ser divididos em ésteres de cera saturados e ésteres de cera
insaturados de acordo com as suas estruturas quimicas. O Oleo de espermacete da baleia
cacholote e o 6leo de jojoba sdo as principais fontes de ésteres de cera insaturados.

O espermacete € obtido a partir da cavidade na cabeca da baleia cachalote P.

Macrocephalus, como demonstrado na Figura 10.

. Tecido de
Respiradouro Nariz direito espermacete Misculo Crista do cranio

= Cérebro

Nariz direito

/ o v ] L : \\ " Cavidade comum
4 e PESESIERE  S I S \ nasopalatina
Tecido de B LT 44 P

espermacete \
Mandibula inferior Lingua Nariz esquerdo

Figura 10. Demonstragdo da fisiologia da baleia cachalote. Fonte: CLARKE (1978), com

modificacdes.

O 6rgdo encontra-se na regiao frontal, é utilizado pelo animal como sonar e tambem
serve como 6rgdo de mergulho ou de flutuacdo. No inicio de um mergulho, é aspirada agua
fria que passa pelo 6rgdo do espermacete provocando a solidificacdo da cera. O aumento do
peso especifico gera uma forca descendente (equivalente a 40 kg) permitindo que 0s
cachalotes possam submergir sem esfor¢co (MORRI, 1973).

A extracdo do espermacete ocorre por arrefecimento do 6leo dos tecidos adiposos da
baleia cachalote. O tecido adiposo contém cerca de 10-12% de cera de espermacete que por
sua vez possui em sua composicdo ésteres graxos (65-95%), trigliceridios (5-30%), alcoois
livres (1-5%) e acidos (0-3%). Os ésteres graxos sdo formados essencialmente de palmitato de
cetila (Cz2) e miristato de cetila (Cso), onde foi muito utilizado na medicina da Inglaterra
(século 15) e mais tarde em cosméticos, farméacia e também em velas (HOLLOWAY, 1968).
Contudo, apo6s a recente regulamentagdo internacional relativa as capturas de baleias, deixou

de ser produzida e vendida. Agora é substituido por espermaceti sintético feito de palmitato de
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cetila puro ou misturas a base de dleo de jojoba (CRISP et al., 1984). O esquema de sintese
do palmitato de cetila é descrito na Figura 11.

" OH /‘\/\/WV\/\/JL
- 0 4+ PN
NW\/\/\/\/ILOH . C/\/\C/\/ /\/\/\/\/\/\/‘\\) " i

Lo " . Catalisad .
Acido palmitico Alcool cetil — Cetil Palmitato Agua

Figura 11. Reacdo de esterificacdo do palmitato de cetila. Fonte: MUTLU e YILMAZ

(2016), com modificacdes

A sintese de ésteres de cera é extensivamente investigada ha muitos anos, com o
objetivo principal de usa-los como um substituto para o 6leo de espermacete, nos quais, 0S
processos catalisados por enzimas tém atraido atencao por causa de sua condicdo de reacdo
amena, ambientalmente sustentavel, e a sintese poderia produzir muitos tipos de produtos por
meio da especificidade das lipase usadas (MUKHERJEE et al., 2009)

A esterificacdo catalisada por lipase de ésteres de acidos graxos com alcoois de cadeia
longa foi realizada com sucesso para preparar ésteres de cera. No entanto, a producdo de
ésteres de cera utilizando lipase tem um gargalo para uma aplicacdo industrial devido ao
elevado custo de obtencdo da enzima. A tecnologia de imobilizagdo enzimatica pode ser um
meio eficaz para permitir a reutilizacdo das enzimas que ira reduzir o custo total da reacdo
bem como a capacidade de melhorar a sua atividade e estabilidade. Assim, a reutiliza¢do de
enzimas imobilizadas € muito importante, pois minimiza os custos e permite a viabilidade
econdmica (UNGCHAROENWIWAT et al., 2016).
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Capitulo 4

4. MATERIAIS E METODOS EXPERIMENTAIS

4.1. MATERIAIS

A lipase utilizada como biocatalisador tem de origem microbiana, proveniente da
bactéria Burkholderia cepacia. Foi adquirida comercialmente da empresa Sigma Co, St.
Louis, MO, EUA, com atividade média de 2901,25 U/g enzima (sélido em pH 7,0) e teor de
proteina de 0,0725 mg/mg solido determinados experimentalmente de acordo com os itens
4.2.3.1 e 4.2.3.4, respectivamente. O precursor utilizado para a obtencdo da silica foi o
tetraetilortossilicato-TEOS (CgH2004Si) com pureza de 98%, adquirido da Sigma Aldrich Co
(Milwaukee, WI, EUA), enquanto que o liquido idnico prético Cs (Pentanoato N-
metilmonoetanolamonio), gentilmente cedido pela Dr? Silvana Matedi do Departamento de
Engenharia Quimica da Universidade Federal da Bahia.

Os outros reagentes utilizados foram: Hexano p.a., 99% (Synth, Brasil); Hidroxido de
Amonio p.a., 27% (Synth, Brasil); Etanol comercial, 99,5% (Synth, Brasil); Dioxido de
carbono (White Martins, Brasil), 99% de pureza na fase liquida; Solucéo de Karl Fisher isenta
de Piridina (Merck, Alemanha); goma ardbica em pd, pura (Synth, Brasil); Albumina bovina
(Inlab, Brasil). O substrato utilizado para as reacdes de hidrélise foi o azeite de oliva
comercial extra virgem com baixa acidez (Carbonell). O substrato para a reacdo de
transesterificacdo para obtencdo de ésteres etilicos foi o 6leo de coco bruto misturado com o
etanol, enquanto que para a reacdo de esterificacdo para obtencdo de bioemulsificante o
substrato utilizado foi acido palmitico em mistura com o alcool cetilico (Sigma-Aldrich Co.

LLC). Todos os demais reagentes utilizados séo de grau analitico.
4.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Neste topico serdo abordadas as metodologias utilizadas para a obtencdo do Aerogel
(Aerogel-Controle) e sua modificagdo com liquido idnico (Aerogel-LI), para utilizar como
suporte na imobilizacdo da LBC por adsorcao fisica e assim obter os derivados imobilizados

nos seus respectivos carregamentos otimizados (BI-Controle e BI-LI-OTM), e por seguinte
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poder avaliar o potencial e otimizagdo dos parametros estudados conforme apresentado no
esquema das etapas envolvidas da Figura 12.

Silica

Modificacio

comLl T Controle

Secagem com
CO, supercritico

|| | Aerogel-
Aerogel-L1 Controle

L

Imobilizaciio da LBC por
adsorcdo fisica

Hidrolise dos sobrenadantes e
derivados imobilizados

[ | '
Atividade Efeito de carga Caracterizacio

recuperada (Isotermas / AG) bioquimica
BLC 1 || Temperatura e
! -Controle E ]JH Otimos
Estabilidade
BI-LI-OTM térmica
I | | Parametros
_ cinéticos
Sintese
orgamica | e,
Esteres 5: Ester de palmitato "‘-:
Etilicos de cetila :
L Perfl |i | [Perfil cinético
cinético | piloto

— DOE

Perfil cinetico na
regifio otima

Avaliacio do potencial emulsificante do
palmitato de cetila sintetizado na regido otima

Figura 12. Esquema representativo das etapas envolvidas neste estudo.
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4.2.1. Producéo do aerogel

O aerogel foi preparado de acordo com a metodologia estabelecida por BARBOSA et
al., (2016), onde primeiramente formou-se a matriz sol-gel, seguido da modificacdo da matriz

com liquido idnico e de sua secagem utilizando dioxido de carbono supercritico.

4.2.1.1. Formacao da matriz Sol-Gel e a sua modificacdo com Liquido I6nico

A formacdo da matriz sol-gel ocorre através de reacdes de hidrolise e policondensagdo
do precursor tetraetilortossilicato (TEOS) onde este devera ser manipulado durante a
preparacdo das solucBes em ambiente de atmosfera inerte de N2, como demonstrado na Figura
13. Inicialmente, o TEOS foi diluido em etanol absoluto (99%) e a solucdo etandlica foi
transferida para um baldo de trés bocas de 250mL. O sistema foi imerso em banho de
glicerina na temperatura de 37°C enquanto submetido a agitacdo magnética. No baldo de trés
bocas adicionou-se lentamente por meio de funil de adicdo, 0,22mL de acido cloridrico (36%)
diluido em 5mL de agua ultrapura (solucdo pré-hidrolisante). As quantidades de &gua,
tetraetilortossilicato e acido cloridrico foram calculadas obedecendo a propor¢cdo molar:
agua:TEOS:HCI (1:1:1,5). Apds a adicdo completa da solugdo pré-hidrolisante, a temperatura
foi mantida a 35°C sob agitacdo durante 90 min. Apoés transcorrido o tempo, foi adicionado
liquido i6nico no caso do preparo da matriz modificada com liquido idnico (1% v/v) (SOUZA
etal., 2013).

Por ultimo, adicionou-se lentamente no sistema através de um funil de adicdo uma
solucdo contendo 2mL de hidréxido de amonio (28%) diluida em 12mL de etanol absoluto
(solucdo hidrolisante, 1:6), obtendo assim obtido um material homogéneo e transparente
permanecendo entdo em repouso a temperatura de 35°C durante 60 min e entdo estocada por
24h a 4°C, finalizando assim o processo de policondensacao da silica. Apds este periodo, o
gel foi retirado do baldo de trés bocas, apds 24h de gelagdo. O material foi transferido para um
funil de Blichner e lavado com hexano 3x60mL. Apoés a lavagem o material foi submetido a
uma secagem utilizando diéxido de carbono supercritico de acordo como descrito no item

seguinte.
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Etapa 1:

TEOS (30 mL) + Etanol (36 mL) +
Solucido Pré-hidrolisante
Acido Cloridrico (0,22 mL) +
5mL de dgua ultra pura

Etapa 2:

Solucio hidrolisante Etapa 3:

Hidréxido de Aménio (1 mL) +
Etanol (6mL)

Repouso por 60 min Etapa 5:

o
e Lavagem com Hexano

(3x60mL)

Etapa 4:

Geladeira [

100 rpm
Gelacdo

24 horas
4°C

Atmosfera inerte de N,

Figura 13. Aparato experimental para a formacdo da matriz sol-gel e a sua modificacdo com

liquido idnico.

4.2.1.2. Secagem com didxido de carbono supercritico

Primeiramente, a matriz sol-gel previamente preparada € inserida no extrator onde
ocorre 0 processo de secagem empregando o CO: supercritico com vazdo controlada
manualmente de 2 mL/min nas condi¢es operacionais de 100bar e 25°C por 6h, conforme
estudo prévio realizado por BARBOSA et al., (2016). Apds transcorrido o tempo, o extrator é
despressurizado, o aerogel é coletado, macerado e armazenado em temperatura ambiente para
posterior uso.

O COz armazenado no cilindro de gas passa pela linha para a bomba de alta pressao do
tipo seringa com o fluxo sendo controlado por uma valvula do tipo esfera. A bomba tem a
temperatura controlada pelo banho ultratermostatico de recirculacdo, este tipo de bomba
possui um cilindro interno com capacidade de aproximadamente 500mL, pressdo de trabalho
de até 258bar e vazdo maxima de 170mL/min, permitindo operacdo tanto a pressdo quanto a
fluxo constante.

O fluido CO2 pressurizado a 100bar em 25°C passa pela linha com destino ao extrator
onde ocorre o processo de secagem tendo o fluxo controlado por uma valvula de uma via,
permitindo que o fluxo tenha um Gnico sentido impedindo que haja refluxo do extrator para a
bomba e consequente contaminacdo do fluido que estd armazenado na bomba. A pressdo de
chegada ao extrator € monitorada por um transdutor de pressdo de volume zero que é

conectada a linha e ao extrator por uma unido do tipo T, os valores de pressdo sdo coletados
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por um indicador universal que recebe o sinal do transdutor de pressdo, indicado assim a
pressdo do extrator e da linha adjunta ao extrator.

No extrator, a matriz sol-gel foi previamente inserida pela abertura superior onde a
tampa possui comunicacdo com a linha de entrada por conexdes do tipo metal-metal onde foi
inserido filtro de ago sintetizado para evitar o arraste de material sdlido para a linha. A
temperatura na camisa do extrator foi controlada utilizando um banho ultratermostatico de
recirculacdo assegurando a manutencdo da temperatura experimental desejada de 25°C.

A parte inferior do extrator foi tampada de maneira analoga a parte superior, porém
conectada a uma linha possibilitando a saida do fluido CO; utilizado para secar o material
com vazdo controlada por uma valvula métrica tipo agulha. A valvula agulha possui uma
abertura gradual tornando possivel controlar manualmente a vazdo do CO2 na bomba tipo
seringa no interior do extrator bem como a despressurizacdo da mistura na saida do extrator,
assim como também é possivel a coleta do material extraido da matriz Sol-Gel (aerogel em
formacdo). No entanto, existe a necessidade que a conexdo T que liga a linha, a valvula e o
extrator seja envolta por uma fita de aquecimento para impedir o seu congelamento devido ao
efeito Joule-Thompson onde na expansdo do CO2 a temperatura diminui rapidamente. A
temperatura na fita de aquecimento foi mantida a 80°C e monitorada por um termopar tipo J
inserido entre o corpo da valvula e a fita de aquecimento, onde o sinal é coletado por um

controlador de temperatura. O aparato experimental utilizado no procedimento é demonstrado

na Figura 14.
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Figura 14. Equipamento utilizado para a consecucdo dos experimentos de secagem do sol-gel

empregando CO- pressurizado. Fonte: BARBOSA et al., (2014), com algumas modificacdes.
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4.2.2. Imobilizagéo por adsorcdo fisica

O procedimento é demonstrado na Figura 15 consistindo no contato de 10mL de
hexano com 1g de aerogel (suporte) em um sistema com agitacdo vigorosa em temperatura
ambiente durante 15min, em seguida, 10mL da solucdo enzimética (LBC) aquosa solubilizada
em 10 ml de solucdo tampdo fosfato pH 7,0 e 50 mM foi inserida ao sistema e permaneceu em
agitacdo por mais 3h. Apo6s o término do periodo de agitagdo, o sistema imobilizado foi
mantido em incubagdo por 24h a 4°C, conforme BARBOSA et al., (2016). A lipase
imobilizada foi recuperada por filtragdo a vacuo e o biocatalisador imobilizado lavado com
hexano (trés lavagens com 20mL cada). Os filtrados foram analisados quanto a atividade
enzimatica na reacdo de hidrélise do azeite de oliva. Os teores de dgua dos biocatalisadores
(peso seco) e as atividades enzimaticas foram determinadas conforme descritos nos itens
4232e4.23.1.

Lavagem com
Hexano (3 x20 mL)

15 min, 25°C 3 horas, 25°C
Suporte (1 g) + 170 rpm 170 rpm 24 horas

Hexano (10 ml) 4°C
Adicao da solucdo @*
enzimatica i
— ‘ —— —(
E
-
-

Periodo de
incubacio

Figura 15. Aparato experimental para execucdo da imobilizacdo da LBC em aerogel por

ligagéo covalente.

4.2.3. Métodos analiticos

4.2.3.1. Atividade de Hidrolise do azeite de oliva

A atividade enzimatica das lipases nas formas livre e imobilizada foram determinadas
pelo método de hidrolise do azeite de oliva de acordo com o procedimento descrito por
SOARES et al., (1999), com algumas modificac6es. O substrato foi preparado pela emulsédo

de 50mL de azeite de oliva e 50mL de goma arabica a 7% em solucdo tampdo fosfato de
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sodio (100mM, pH 7,0). Em frascos Erlenmeyer de 125mL foram adicionados: 5mL de
substrato, 2mL de solucdo tampédo fosfato de sodio e 0,1g de lipase. Os frascos serdo
incubados a 37°C por 5min para a enzima livre, 10min para o biocatalisador imobilizado em
banho termostatizado com agitacdo vigorosa. Apds o periodo de incubacgdo, a reacdo foi
paralisada pela adi¢do de 2mL de uma mistura de acetona, etanol (99%) e agua destilada
(1:1:1). Os é&cidos graxos liberados foram titulados com solucdo de KOH 0,04N, utilizando
fenolftaleina como indicador (3 gotas). Os calculos foram realizados pela Equacdo 10 onde
uma unidade de atividade ¢ definida como a quantidade de enzima que libera 1pumol de acido

graxo por minuto de reacdo, nas condi¢des do ensaio. As atividades foram expressas em U/g.

Atividade (U/g) = Ya=V8) Nkonx10° Equacéo 10

txm

Onde:

m = Massa de enzima livre ou imobilizada (p6) (mg);
Nkon - Normalidade da solugdo de KOH (N);

t = tempo de reacdo (min);

Va = Volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL);

Ve = Volume do KOH gasto na titulacdo do controle (mL).
4.2.3.2. Teor de 4gua

A determinacdo do teor de umidade dos biocatalisadores imobilizados foi realizada
pelo método volumétrico baseado na aquametria do reagente Karl Fischer quantificado por
titulacdo em 830 KF Titrino Plus (Metrohm) com um distribuidor 803 Ti Stand. O teor de
umidade foi estimado tomando como base a quantidade de reagente (com o respectivo fator

de corre¢do) necessaria para titular a agua presente na aliquota da amostra.
4.2.3.3. Recuperagdo da atividade

A recuperacdo de atividade (RA (%)) sera calculada pela Equacédo 11.
RA(%) = %xmo Equacédo 11
0

Onde:

Uo = Unidades de atividade oferecidas para a imobilizacao;
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Us = Unidades de atividade enzimatica total presente no suporte (atividade x massa de
biocatalisador imobilizado — base seca).

4.2.3.4. Determinacdo da concentracéo de proteina

A concentracdo de proteina foi medida pelo método de Bradford utilizando albumina

do soro bovino como um padréo.

4.2.3.5. Efeito da carga enzimética inicial: Isotermas de adsor¢éo e estudo termodindmico

Nesse estudo foi analisado o equilibrio de adsorcdo da solucdo enzimatica e o aerogel
no procedimento de imobilizacdo por adsorcao fisica descrito acima (item 4.2.2) utilizando
varios carregamentos de enzima (de 100 até 5000 U/g suporte) possibilitando assim estudar a
saturacdo de enzima no suporte. Os modelos matematicos utilizados para ajustar os resultados
experimentais foram Langmuir, Freundlich, Redlich-perterson e Sips de acordo com as
Equacdes 3,4, 5 e 6 respectivamente utilizando o programa Origin® 8,0 para o calculo dos
seus respectivos parametros.

A aplicabilidade dos modelos de isotermas para descrever o processo de adsorcéo,
além do coeficiente de correlacio (R?), também foi validada pelo erro médio relativo (EMR),

conforme descrito na Equacéo 12.

100
EMR ==—=%iL,

ex calc
QP -0f
exp

Q;

Equacéo 12

Onde:

Q;P= Carregamento obtido experimentalmente da lipase imobilizada no suporte;

Qf%c= Carregamento calculado pelo ajuste dos modelos matematicos da lipase
imobilizada no suporte;

N= Numero de amostras.

O estudo termodinamico foi realizado pelo calculo da energia livre de gibbs (AG) do
processo de adsorcdo da enzima no suporte utilizando a Equacdo 9 para todos os
carregamentos utilizados para a formulagdo das isotermas de adsor¢cdo com o objetivo de

demostrar a variacdo a aleatoriedade do processo.
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4.2.4. Caracterizagdo bioquimica na hidrolise

A lipase da Burkholderia Cepacia (LBC) foi imobilizada por adsorcdo fisica no
suporte controle (Aerogel-Controle) e no suporte modificado com liquido id6nico (Aerogel-L1I)
de acordo com o item 4.2.2. no carregamento proposto por BARBOSA et al., (2016) (300
Mg/ Qsuporte), € €Ntéo 0s biocatalisadores imobilizados em Aerogel (Bl-Controle) e em aerogel
modificado com liquido idnico (BI-LI) e a LBC livre foram caracterizados quanto a sua
atividade em funcdo do pH e da temperatura, estabilidade térmica, assim como foram
determinadas as constantes cinéticas Km e Vmax, através da reacdo de hidrolise do azeite de
oliva (item 4.2.3.1)

4.2.4.1. Atividade em funcdo do pH e da Temperatura

As atividades do Bl-Controle e BI-LI foram estudadas na faixa de pH entre 5,0 a 9,0
enguanto que a influéncia da temperatura foi determinada nas temperaturas de 30 a 70°C, em
pH 7,0.

4.2.4.2. Estabilidade Térmica

O efeito da temperatura na estabilidade dos biocatalisadores foram determinados por
meio da incubacdo de 0,1g de sua massa seca a 40°C em meio-aquoso (0,1M tampéo fosfato,
pH 7,0) até atingir menos de 50% de sua atividade residual que foi determinada a 37°C por

10min na reacdo de hidrélise do azeite de oliva.

4.2.4.3. Parametros Cinéticos

Para o calculo da constante de Michaelis-Menten (Kn) foram preparados sistemas
reacionais contendo acidos graxos totais em concentracGes variando entre 37 a 1860mM,
obtidos a partir de emulsGes preparadas em diferentes propor¢des de azeite de oliva (1 a 60%)
e solucdo aquosa de goma arabica (7% p/v). As velocidades iniciais das reacdes de hidrdlise
catalisadas pelos biocatalisadores imobilizados foram determinadas de acordo como o
descrito no item 4.2.3.1. Os valores de Km e Vmax aparentes foram calculados com o auxilio

do programa Origin® 8,0.
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4.2.5. Producao de ésteres etilicos

As reacgdes de transesterificacdo para obtencdo de ésteres etilicos foram conduzidas em
frascos hermeticamente fechados imersos em banho termostatizado com agitagdo de 150rpm
empregando-se Oleo de coco bruto como fonte de triglicerideos e etanol como &lcool na
proporcdo de 1:7 a 40°C contendo 20% m/m de biocatalisador em um sistema isento de
solvente de acordo com o proposto por OLIVEIRA et al., 2014.

Os experimentos foram executados em batelada variando o tempo reacional com o0s
biocatalisadores utilizando o carregamento enzimatico de imobilizacdo proposto por
BARBOSA et al., (2016) (BI-Controle e BI-LI com 300mg/gsuporte, Cada), assim como
utilizando o carregamento adquirido pelo modelo matemaético que melhor se ajustou no item
4.2.3.5 (BI-LI-OTM) objetivando a valida¢éo da otimizagdo na reacdo de sintese. Ao final da
reacdo a mistura foi centrifugada por 2 minutos para separacdo da enzima/produto. As
amostras foram lavadas por 3 vezes com solucdo saturada de NaCl para remocao do glicerol
formado. Os ésteres etilicos de ambas as fases (aquosa e organica) foram extraidas com
Hexano. A fase organica foi purificada com Na>SO4 anidro.

Os ésteres etilicos formados foram analisados por cromatografia gasosa (Shimadzu
GC 2010) equipado com o detector de massa GCMS-QP2010 Plus e coluna ZB-5MS. As
varreduras da espectrometria de massas foram realizadas utilizando os modos Scan (analisa
todos os ions presentes em uma amostra), MIC (Corrente de fons Monitorados, ferramenta do
software que seleciona apenas 0s picos de interesse da andlise feita com o Scan, fazendo um
novo cromatograma com o0s ions de interesse) e 0 modo SIM (Monitoramento do ion
selecionado, detectando apenas os ions selecionados pelo operador). O Hélio foi utilizado
como gas transportador, com vazdo de 33,6 mL/min utilizando a temperatura programada. A
temperatura da coluna foi mantida constante a 115°C por 0,5 min, aquecida até 260°C na taxa
de 8°C/min e mantida constante por 5 min. Além disso, a temperatura foi programada de
25°C/min para 170°C e mantida constante por 15 minutos. As temperaturas do injetor (AOC-
20i) e detector foram de 260°C. A coleta de dados e analises foram realizadas com o
programa GCMS Postrun Analysis (Lab solutions). As curvas de calibracdo foram
construidas a partir de ésteres etilicos convencionais usando Heptanoato de metila como

padrdo interno (250 ppm). O rendimento da transesterificacdo foi calculado levado em
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consideracdo massa do éster detectada pela analise GC e a massa total tedrica do éster com

base na proporgdo molar da reagéo.

4.2.6. Producao de palmitato de cetila

A producdo do palmitato de cetila foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por LOPES et al., (2011) com modificacdes. As reacOes de esterificacdo foram conduzidas
em reatores fechados em agitador orbital, onde alcool cetilico foi misturado com o acido
palmitico em diferentes raz6es molares, diluido em hexano (3mL de meio reacional), variando
a proporcao de enzima empregada e a temperatura reacional, de acordo com um planejamento
composto central rotacional demonstrado na Tabela 5. A varidvel tempo reacional (h) foi
estudada separadamente antes do estudo do planejamento experimental retirando aliquotas
periodicamente do ponto central para identificacdo do menor tempo de conversao maxima,
para assim deixar fixado em todo planejamento experimental e foi testada novamente no

ponto de conversdo maxima do planejamento proposto.

Tabela 5. Codificacdo das varidveis para elaboragdo da matriz do planejamento proposto

_ Nivel
Variavel
-1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) 35 41 50 59 65
Mol de alcool para 1 mol de acido 0,5 0,7 1 1,3 1,5
Percentual de enzima (%) (m/m) 2 5,2 10 14,8 18

Inicialmente, o substrato foi homogenizado em temperatura acima de 40°C, para
depois ser aplicado nas reacBes de sintese. Foram coletadas aliquotas de 100uL do meio
reacional e foram diluidas em 10 mL de acetona-etanol (1:1). A conversdo do éster foi
calculada medindo a concentracéo de &cido residual na mistura reacional, que foi determinada
por titulagdo com NaOH 0,04 N, utilizando como indicador fenolftaleina. As reacGes em
branco foram realizadas através da coleta da liquota antes da adi¢do do biocatalisador. Sendo
assim, a porcentagem de esterificacdo foi calculada como descrito pela Equagao 13:

Vi

% Esterificacdo = x100 Equacédo 13

B

Onde:

Vo= Volume gasto de NaOH na titula¢do do branco;
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Ve= Volume gasto de NaOH na titulacdo na amostra com enzima.

4.2.6.1. Potencial emulsificante em diferentes substratos

O palmitato de cetila sintetizado pela reacdo de esterificacdo descrita acima, foi
submetido a tratamento térmico para evaporacdo do excesso de solventes no meio reacional
para depois ser submetido ao teste de poder emulsificante. A potencial emulsificante foi
determinado segundo metodologia descrita por JOHNSON et al., (1992), onde o potencial
emulsificante do palmitato de cetila foi avaliado e comparando com o potencial de outros
emulsificantes, tais quais o Tween 40, Tween 80 e o Triton x-100. O ensaio foi realizado
utilizando 3,5 mL de solucdo de emulsificante em agua na proporc¢do 3:4, adicionado de 2,0
mL do substrato a ser emulsificado (6leo de coco bruto, éleo de coco bruto extra virgem e
hexano). A amostra foi aquecida e entdo agitada em vortex a 700rpm por 1min e entdo
permaneceu em repousou a 50°C por meia hora, 1h e por 24h. Apds o repouso, foi aferida a
diferenca entre a altura total de 6leo e a altura de 6leo emulsificado. Sendo assim, foi definido
como uma unidade de atividade emulsionante agua/6leo (AEan) 0 volume de emulsificante
necessario para estabilizar a emulsdo de 1% de fase hidrofébica durante 24h de acordo com o
descrito pela Equacdo 14. As atividades de emulsdo de agua-em-6leo foram classificadas
qualitativamente de acordo com o estabelecido por JACKISCH-MATSUURA et al., (2014),

com base na altura da emulsao formada como alta (> 1,8 cm), moderada (1 a 1,7 cm) ¢ baixa

(<1cm).
E xD
AEq ;o = ———= Equacéo 14
v, (1 —u)
Onde:

AE., = atividade emulsificante &gua em 6leo (UE/Q);
E = relacdo centesimal entre a altura da emuls&o e a altura total;
D = diluicdo da amostra em agua;

Va = volume da amostra emusificada (mL); u = teor de umidade do meio.
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Capitulo 5

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Primeiramente deve-se ressaltar que o presente trabalho objetiva a continuidade dos
trabalhos do grupo de pesquisa dos Laboratorios de Pesquisa em Alimentos e em Engenharia
de Bioprocessos alocados na Universidade Tiradentes como componentes do Instituto de
Tecnologia e Pesquisa em Aracaju/SE. Tais trabalhos geraram publica¢fes que guiaram varias
escolhas, tais quais a selecdo liquido idnico (SOUZA et al., 2013) como agente modificador
do aerogel, a metodologia aplicada para a secagem da silica para obtencdo do aerogel
(BARBOSA et al.,, 2014) assim como também a técnica de imobilizacdo selecionada
(BARBOSA et al., 2016) para obtencéo dos biocatalisadores.

O presente trabalho se divide em trés etapas, na primeira etapa sera discutido o
processo de obtencdo de um carregamento enzimatico 6timo para cada tipo de aerogel, seja
ele com modificagdo (Aerogel-LI) ou sem modificacdo (Aerogel-Controle) utilizando
modelos matematicos de adsorcdo (FOO e HAMEED, 2010), para a obtencdo de um
biocatalisador imobilizado com aerogel sem modificacdo (BI-Controle) e com modificacao
(BI-LI) em sua capacidade maxima de adsorcdo dentro dos parametros preestabelecidos por
BARBOSA et al., (2016), utilizando como reacdo padrdo a hidrolise do azeite de oliva
(SOARES et al., 1999). Na segunda etapa, os biocatalisadores derivados da triagem realizada
na primeira etapa foram submetidos a caracterizacdo bioquimica visando estabelecer as
possiveis modificagdes nas interacdes lipase/suporte a sua modificacdo. Na terceira etapa
tanto o BI-Controle como o BI-LI foram submetidos a reacdes de sintese organica de grande
valor agregado industrial, como a producdo de ésteres etilicos com vistas a aplicagdo na
indUstria de biocombustiveis e a producdo de palmitato de cetila na inddstria de cosméticos.

5.1. Otimizacgao do processo de imobilizacdo por adsorcao fisica

Nesta secdo analisaremos a saturacdo do Aerogel-Controle e do Aerogel-LI a partir da
reacdo padrdo do azeite de oliva, ja bem estabelecida em diferentes trabalhos publicados em
periddicos de alto impacto. Recentemente vem-se trabalhando com modelos matematicos de
adsorcdo para auxiliar na selecdo do carregamento de lipase nos mais variados tipos de

suporte. No entanto, € comumente utilizado como parametro de anélise a concentracdo de
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proteina desaparecida do biocatalisador pelo método de Bradford (LAGE et al.,2016;
MIRANDA et al.,2014 e SILVA et al., 2017). Por se tratar da aplicacdo de um biocatalisador
sem purificacdo prévia, no presente trabalho optamos por realizar como parametro a
determinacdo das Unidades de lipase ndo adsorvidas, ao invés da determinacdo de proteinas
no decorrer do processo de imobilizacdo pois a andlise fica comprometida devido a grande
concentracdo de impurezas no sobrenadante impedindo a detec¢do por meio espectroscopia. A
utilizacdo de Unidades como parametro de analise na adsorcdo no processo de imobilizacao
de enzima também ja foi abordada em outros trabalhos da literatura conforme descrito por
AL-DURI et al. (2000) e RAMANI et al. (2012).

5.1.1. Recuperacdo da atividade

De acordo com o demonstrado na Figura 16, com o aumento da carga de enzima
aplicada na imobilizacdo por adsorcdo fisica de 100 até 5000U/gsuporte, h& uma tendéncia para
a reducdo do rendimento de imobilizacdo. Isso pode ser explicado em funcdo da diminuicédo
de espaco oferecido no suporte para acomodacdo da enzima adsorvida, consequentemente
acarretando na diminuicdo da eficiéncia da imobilizacdo para ambos o suporte controle e
modificado.
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Figura 16. Demonstracdo do decréscimo da eficiéncia de imobilizacdo com o aumento da

carga de enzima no processo de imobilizagdo por adsorcéo fisica

Pode-se observar também que os valores entram em conformidade com o descrito por
BARBOSA et al., (2016), onde cerca 870,71U/gsuporte (cerca de 300mg de LBC para 1 grama

de suporte) foi oferecido paras as imobilizagdes realizadas obtendo-se para adsorcéo fisica um
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rendimento de imobilizagdo de 70% para o Aerogel-Controle e 83% para o Aerogel-LlI.
Ligeira variagdo no carregamento pode ser decorrente da varia¢do do lote da LBC utilizada.

Observa-se também que o Aerogel-LI demora mais para atingir a saturacdo, isso
ocorre, pois, a area superficial e o volume do poro do suporte modificado é maior do que a do
controle, fato descrito por BARBOSA et al., (2016), onde indica-se que o liquido idnico
influencia positivamente as propriedades fisicas do suporte, tornando este aditivo uma
alternativa interessante para o controle do tamanho de poro da silica aerogel. Comportamento
similar de controle das propriedades texturais da silica é demonstrado por Al-Duri e Yong
(2000), em que a LBC foi adsorvida em Accurel EP100 e em 45SAA. O Accurel EP100 é um
material de polipropileno com natureza hidrofobica e 0 45SAA é uma silica modificada com o
polipropileno, estabelecendo um equilibrio entre a natureza hidrofilica da silica e hidrofébica
do polipropileno, resultando numa maior area superficial e aumento na capacidade de
adsorcdo da LBC de 140 a 260 U/gsuporte. A escolha do método de secagem fez com que
aumentasse a capacidade de retencdo da lipase na silica, e este perfil foi também observado
apos a modificacdo da silica aerogel com LI, cujo o carregamento proximo de 1000 U/gsuporte
(Figura 16).

A imobilizacdo completa e a hiperativacdo (atividade recuperada acima de 100%,
Figura 16) da LBC utilizando suporte quimicamente modificado é observada mais facilmente
com a aplicacdo da carga de lipase mais baixa, onde o0 espa¢o oferecido para a acomodacao da
lipase € maior, devido a menor quantidade de lipase oferecida, tonando mais evidente a sua
afinidade com o suporte. Ainda deve-se salientar que este aumento da afinidade da LBC com
0 suporte se deve provavelmente ao possivel aumento da hidrofobicidade da superficie do
suporte ap6s modificagdo com LI, uma estratégia importante na preparacdo de
biocatalisadores ativos preparados por adsorcao fisica.

GAO et al., (2009) demonstra a adsor¢do da lipase Candida rugosa na superficie do
aerogel modificado com grupo metil onde a maxima retencdo da atividade enzimatica foi de
56,44%, enquanto que KHARRAT et al., (2011) realizou a imobilizagdo da lipase Rhizopus
oryzae no aerogel sem modificagéo atingindo uma atividade recuperada de 80% na conversao
de oleato de butila. Assim, conclui-se que a silica aerogel modificada com liquido i6nico
protico permite uma melhor retencdo da atividade no processo de imobilizacéo a lipase por
adsorcdo fisica. Nesse contexto, se faz necessario a avaliagdo da carga Otima para a
imobilizacdo de ambos os biocatalisadores utilizando modelos matematicos consolidados na

literatura para obter um biocatalisador de eficiéncia e estabilidade maxima, evitado uso
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desnecessario de uma concentracdo elevada (ou baixa) de oferecimento de lipase livre para

imobilizacéo.

5.1.2. Efeito da carga enzimatica inicial: Isotermas de adsorcao e estudo termodinamico

Como pode ser observado na Tabela 6, 0 aumento da carga inicial da lipase aumentou
a atividade hidrolitica dos biocatalisadores, como esperado. A atividade hidrolitica maxima
para aerogéis de silica ndo modificados e quimicamente modificados foi 1015,6 e
1224,4U/gbiocatalisador Utilizando a carga inicial de enzima de 4000U/gsuporte COM Valores de
saturacdo do suporte experimental sendo expressas por Qe obtendo 863,5U/Qsuporte para o
Aerogel-Controle e 977,7U/gsuporte para 0 Aerogel-LI1. Apartir desses dados nota-se que o
suporte modificado retem mais unidades de lipase capazes de hidrolizar 1 umol de acido
graxo na reacao de hidrélise do azeite de oliva. O aumento da carga de lipase subsequente, foi
observada uma diminuicdo da atividade hidrolitica devido ao acesso restrito de moléculas de
substrato a superficies do biocatalisador externo e interno.

Por outro lado, pode-se observar uma diminui¢do na espontaneidade do processo de
adsorcdo provavelmente devido a reducdo da area de superficie do suporte disponivel para
adsorver moléculas enzimaticas (saturagdo de suporte). Os valores negativos para o AG
aparente mostram que a adsorc¢do da LBC foi um processo espontaneo.

Comportamento similar da adsorcdo da lipase em superficies hidrofébicas é
demonstrado por ALVES et al., (2016) e MIRANDA et al., (2014), onde 0s suportes
hidrofobicos foram: Poly-(styreno-divinilbenzeno) e Polihidroxibutirato, respectivamente.
Além disso, os valores de AG mostram que o procedimento de imobilizacdo da LBC sobre o
suporte ocorreu por adsorcdo fisica. Estes resultados mostram claramente que a aplicacdo de
aerogéis de silica modificados com LI apresentou maior capacidade de imobilizar a LBC em
comparagdo com o aerogel de silica ndo modificado (controle). Isto é possivelmente devido a
sua maior hidrofobicidade, tal como acima descrito, e aumento da area de superficie apds
modificacdo quimica (de 81 para 322 m2/g) que melhora a adsorcdo de lipase na superficie de
suporte e acessibilidade de substratos hidrofobicos (goticulas de 6leos) ao microambiente
biocatalisador. Deste modo, a carga inicial de lipase de 4000U/gsuporte TOi mais do que o
suficiente para preparar biocatalisadores ativos com um rendimento de imobilizacdo de 20%
(Figura 16). No entanto, a utilizacéo de 4000 U/gsuporte COMO carga inicial é inviavel devido ao

seu baixo rendimento de imobilizagéo, que gera um processo dispendioso.
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Tabela 6. Influéncia da carga inicial de lipase sobre a atividade hidrolitica e os valores
aparentes da energia livre de Gibbs para a adsorcdo fisica da LBC em particulas de aerogel e

em aerogel modificado com liquido i6nico.

o Atividade

Atividade ) . Ce Qe AG
_ hidrolitica
Oferecida
U/g biocatalisador U/mL U/g suporte kJ/mol
Aerogel- Aerogel- Aerogel- Aerogel-
U/Q suporte Aerogel Aerogel Aerogel Aerogel
LI LI LI

100 89,2 171,9 0,6 0,1 86,4 98,8 -12,3 -16,6
200 170,5 179,5 2,4 1,6 1519 167,9 -10,3 -11,5
400 242,7 407,3 6,0 34 288,6 3315 -9,6 -11,3
700 4439 643,4 12,6 8,2 452,3 536,8 -8,9 -10,4
1000 645,1 879,5 19,2 12,9 615,9 742,1 -8,6 -10,0
2000 804,5 10755 60,9 55,3 782,7 893,9 -6,3 -6,9
3000 839,6 12746 108,7 104,2 835,1 916,4 -5,1 -5,4
4000 10156 12244 157,2 151,2 863,5 977,7 -4,2 -4,6
5000 966,1  1199,8 208,7 203,4 821,4 933,6 -3,4 -3,8

Entdo, para otimizagdo do processo de imobilizacdo com um melhor custo/beneficio,
convém-se imobilizar oferecendo como carregamento inicial o carregamento de saturagédo, no
caso 863,5 e 977,7 Ulgsuporte para o Aerogel-Controle e o Aerogel-LI, respentivamente. Para
melhor entendimento da natureza do processo, também convém-se ajustar os pontos
experimentais a modelos matematicos de adsorc¢do, como demonstrado na Figura 17 (a) e (b).

Os dados experimentais foram ajustados aos modelos isotermicos de Langmuir,
Freundlich, Redlich-Peterson ¢ Sips, com auxilio da ferrramenta ‘“Nonlinear curve fit” do
programa Origin 8. Os valores dos coeficientes de cada equacdo, tais quais a capacidade
méaxima de adsorcédo de lipase pelo suporte predita pelo respectivo modelo, os coeficientes de
correlacdo (R?) e erro médio relativo (EMR) estdo descritos na Tabela 7.
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Figura 17. Modelos isotérmicos de adsorcdo para a adsorcdo da LBC em aerogel (a) e em

aerogel modificado com liquido i6nico (b).

A partir do valor de K. é possivel a obtencdo dos valores de R. de acordo com a
Equacdo 7. Na Figura 18 € possivel identificar que para a adsor¢do da LBC nas particulas do
Aerogel-Controle e no Aerogel-LI os valores de R, variaram entre 0 e 1. Considerando esta
regido, sugere-se que a adsorcdo da LBC sobre os suportes foi mais favoravel ao aumentar a
concentracdo de lipase indicando a adsorcéo.

Comportamento semelhante é reportado por LAGE et al., (2016) e por MIRANDA et
al., (2013), onde a lipase Thermomyces lanuginosus foi adsorvida em suporte com

caracteristica hidrofobica como o polimetacrilato e poli-hidroxibutirato, respectivamente, cujo

o perfil foi similar.
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Tabela 7. Determinacdo dos parametros isotérmicos da adsor¢cdo da LBC no aerogel

modificado com liquido idnico (Aerogel-LI) e no Aerogel-Controle a 25°C.

Modelo Langmuir Modelo Freundlich
Equacdo Q.= % Equacao Qe = Kp + C,/™
Suporte  Aerogel-Controle  Aerogel-LI |Suporte  Aerogel-Controle  Aerogel-LI
R2 0,99 0,97 R2 0,89 0,88
EMR 9,29 14,35 EMR 29,82 32,2
KL 11,35 6,31 Kr 207,61 314,78
- - - N 3,52 4,42
Qmax 910,67 993,42 Qmax 207,61 314,78
Modelo Redlich-Perterson Modelo Sips

Kpp * C K. C.B*
Equacao Q.= #*C:b Equacao Q, = - (sas *eCeBs)
Suporte  Aerogel-Controle  Aerogel-LI |Suporte  Aerogel-Controle  Aerogel-LI
R2 0,99 0,97 R2 0,99 0,97
EMR 9,25 14,34 EMR 9,98 13,3
Krp 80,15 157,15 Ks 65,83 106,7
A 0,09 0,16 as 0,07 0,11
B 1 1 Bs 1,09 1,24
Qmax 912,97 996,52 Qmax 891,26 960,21

Na Figura 18 nota-se um pequeno deslocamento na regido de 0 a 100U/mL, entre o

Aerogel-Controle e no Aerogel-LI. A mudanca de comportamento é devido a maior

capacidade de adsorcdo do Aerogel-LI, pois quando o R =0 indica a irreversibilidade do

processo de adsorcdo, com essa tendéncia de irreversibilidade, o comportamento é analogo a

saturacdo do suporte do suporte em carregamentos muito elevados.
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Figura 18. Relacéo entre o fator de separagéo (RL) e a concentracdo inicial de lipase (Co)

A concentracdo de 100 U/mL, é equivalente ao carregamento de 1000 U/g suporte, UMa
vez que a LBC foi diluida em 10 mL de solucdo tampao fosfato de sédio pH 7(100mM), a
Figura 18 demonstra que a partir deste ponto a regido de separacdo entre as curvas comeca a
diminuir até sobrepor nos carregamentos mais concentrados. Isso indica que o0s dois suportes,
saturam numa regido relativamente proxima e a partir do momento que a curva tente a uma
linearidade a indicios de saturacdo total. A partir dos ajustes com os modelos matematicos €
possivel pleitear um carregamento estratégico com melhor preciséo.

Portanto, os modelos que melhor se ajustaram a cada situacdo estdo apresentados na
Figura 17 a e b na cor vermelha, como pode ser observado, 0 modelo isotérmico de Sips foi
bem adaptado aos dados experimentais de imobilizacdo de LBC sobre o Aerogel-LlI,
considerando seu maior coeficiente de correlacdo e o menor valor de EMR, seguido do
modelo de Redlich-Perterson. Por outro lado, a adsor¢do da LBC no controle ajustou-se
melhor ao modelo isotérmico de Redlich-Perterson.

De acordo com FOO e HAMEED (2010), os modelos de Redlich-Perterson e Sips séo
uma combinagéo entre os modelos de Langmuir e Freundlich. No qual o modelo de Redlich-
Perterson se aproxima do descrito por Freundlich na regido de alta concentracdo de lipase,
enquanto que em baixa concentracdo se aproxima do modelo de Langmuir. Ja 0 modelo de
Sips preve que os sistemas de adsor¢do heterogéneos permitem contornar a limitacdo da
concentragdo de suporte associada ao modelo de isoterma de Freundlich. Em baixas

concentragdes de lipase, reduz-se a isoterma de Freundlich, enquanto que a altas
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concentragcOes de lipase, prevé uma capacidade de adsor¢cdo monocamada caracteristica da
isoterma de Langmuir.

Desta maneira, 0 Aerogel-LI em baixas concentracdes de lipase, adsorveu de maneira
aleatdria as suas moléculas devido a alta disponibilidade de espaco, enquanto que em altas
concentragcdes, ocorre uma distribuicdo em monocamada devido ao preenchimento deste
espaco, também evidenciado por seu valor atrelado de energia livre de Gibbs (na faixa de -
5kJ/mol, Tabela 6), decorrente de sua saturacdo. Enquanto que o Aerogel-Controle tendeu a
iniciar a sua adsorcdo em baixas concentracdes de lipase j& em monocamada e apenas depois
do aumento da carga de lipase se comportou aleatoriamente. Tal comportamento evidencia
que a modificacdo com liquido i6nico faz com que o Aerogel adsorva de maneira mais
seletiva as moléculas da lipase devido a sua maior disponibilidade de espaco e possivel
caracteristica mais hidrofobica.

BARBOSA et al., (2016), evidencia a modificacdo utilizando o método de BET
adsorvendo o gas nitrogénio sobre a superficie do Aerogel controle e Aerogel-LI. Foi
observado que a modificacdo com liquido ibnico acarretou em um aumento do tamanho de
poro de 0,04cm3/g para 0,8cm?3/g e de area de superficie de 81m?#/g para 322m?#/g, entrando em
convergéncia com os dados apresentados no estudo isotérmico realizado no presente trabalho.

Contudo, para escolha do carregamento 6timo para imobilizacdo da LBC em Aerogel-
Controle e em Aerogel-L1I foi selecionado o carregamento de 977,7U/gsuporte para 0 Aerogel-
LI e 863,5 U/gsuporte para o Aerogel-Controle, por representarem experimentalmente a
quantidade méaxima de unidades de lipase que o suporte conseguiu adsorver no periodo de
adsorcéo proposto por BARBOSA et al., (2016), de acordo com o exposto pela Tabela 6, e ao
mesmo tempo, por apresentar um satisfatorio rendimento de imobiliza¢do para a adsor¢éao
fisica da LBC no Aerogel-controle (61,57%) e Aerogel-LI (74,17%).

Em termos massicos, a quantidade de lipase necessaria para saturar o Aerogel-LI foi
de cerca de 337mg/gsuporte, €Nquanto que para o aerogel controle foi de 297mg/gsuporte. 1SS0
significa que a modificacdo com liquido i6nico aumentou a capacidade de adsorcdo de lipase
pelo aerogel em 11,7%. Sendo estes os carregamentos recomendados para a imobilizacdo da
LBC em Aerogel-Controle e Aerogel-LI para obtencdo de biocatalisadores estaveis e com
rendimento de imobiliza¢do otimizado com vistas a sua caracteriza¢do bioquimica e aplicacéo

na sintese de ésteres de interesse industrial de alto valor agregado.
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5.2. Caracterizacao Bioquimica do biocatalisador imobilizado por adsorcao fisica

A enzima LBC foi imobilizada em Aerogel-Controle e em Aerogel-LI e os derivados
imobilizados, BI-Controle e BI-LI, respectivamente, foram submetidos a reacdo de hidrolise
do azeite de oliva com variacdo de temperatura, pH, oferecimento de triglicerideos (Cinética
Michaelis-Menten) e incubados por longos periodos de tempo para testar a sua estabilidade
térmica, objetivando avaliar o efeito da modificacdo com liquido ibnico no biocatalisador

imobilizado.

5.2.1. Estudo de pH e temperatura étima

Os resultados demonstrados na Figura 19 revela que para ambos os biocatalisadores
testados o pH &timo reacional é 7. Como o pH étimo reacional da LBC livre também é 7, o
resultado indica que o processo de imobilizacdo n&o influencia no pH de atuagdo dos
biocatalisadores imobilizados em aerogel e em aerogel imobilizado modificado com liquido

idnico.
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Figura 19. Teste de variacdo de pH reacional na hidrolise do azeite de oliva para a LBC

imobilizada em aerogel e em aerogel modificado com liquido iénico

Também € possivel observar que a modificagdo do aerogel com o liquido idnico ndo

alterar o comportamento do biocatalisador imobilizado quando submetido a variacdo de pH
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no meio reacional, com atividade maxima obtida de cerca de 965,66U/Qpiocatalisador para o BI-LI
e 637,63U/gbiocatalisador Para o Bl-Controle.

Resultados para o pH 6timo de 7 para a LBC imobilizada também € reportado por
MARTINS et al.,, (2016), onde a lipase foi imobilizada em silica hibrida de Poli(3-
hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) modificada com liquido idnico. LI et al., (2017) também
relata que um ambiente neutro € benéfico para a recuperagdo da atividade da LBC imobilizada
onde atingiu-se atividade relativa maxima havendo variacdo de pH entre 6 a 8. No que
concerne da interacdo do aerogel com a lipase, KHARRAT et al., (2011) reporta que a
imobilizacdo da lipase Rhizopus oryzae em aerogel ndo modifica o pH dtimo reacional
quando comparado com a lipase livre.

Para a analise da temperatura 6tima reacional houve uma modificacdo, pois, a LBC
livre tem melhor atuacdo a 50°C enquanto que os biocatalisadores imobilizados na faixa
6tima de 37-40°C, o que pode ser observado no perfil da temperatura apresentando na Figura
20. Portanto, para os biocatalisadores imobilizados obtém-se uma menor energia de ativacao
para a operacao da enzima, este fator indica a possibilidade de custos menos onerosos para a
aplicacdo na industria devido o menor gasto de energia. Segundo SCHULTZ et al., (2005) a
condutividade térmica para o aerogel € baixa cerca de 0,005-0,1W/mK, desta forma pode-se
sugerir que a manutencédo da atividade relativa na regido entre 45 e 60°C dos biocatalisadores
imobilizados (BI-Controle e BI-LI) deve-se possivelmente a baixa condutividade térmica do
aerogel protegendo a lipase da desnaturacdo em altas temperaturas. PENCREAC'H et al.,
(1997) verificou que a atividade da LBC livre aumentou de 25°C para 45°C e manteve-se
constante em 50°C, decrescendo em temperaturas altas, enquanto que o perfil da LBC
imobilizada por adsorcdo fisica em polipropileno microporoso teve um comportamento
similar na primeira parte da curva (entre 25°C e 45°C), porém houve um decréscimo na
atividade ap0s atingir a temperatura de 45°C, contudo o decréscimo em sua atividade néo foi
tdo abrupta quando comparado a LBC livre. Comparando a condutividade térmica do
polipropileno (0,17 W/mK) com a do aerogel (0,005-0,1W/mK) pode-se notar que o aerogel é
mais eficiente como isolante térmico, protegendo melhor a lipase adsorvida da desnaturacdo
(SCHULTZ et al., 2005, PROTOLAB, 2018).

Resultados similares tambem foram reportados por MAURY et al., (2005) em que
LBC encapsulada em aerogel onde também teve um melhor desempenho na temperatura
reacional de 40°C. GAO et al., (2010a) reporta que a lipase Candida rugosa imobilizada em

aerogel modificado com grupo metil também manteve melhor desempenho na temperatura de
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40°C. A partir dos dados obtidos experimentalmente e comparando com os dados da literatura
expostos, conclui-se que o aerogel diminui a energia de ativacdo da lipase imobilizada e

modificagdes em sua estrutura ndo afeta tal propriedade.
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Figura 20. Influéncia da variacdo da temperatura na atividade de hidrélise da LBC

imobilizada em aerogel (controle) e em aerogel-LI

Porém, de acordo com LIU et al., (2011), quando a LBC é imobilizada em matrizes
hidrofébicas o efeito de temperaturas mais elevadas na quebra das interacdes responsaveis
pela estrutura globular cataliticamente ativa da lipase torna-se menos evidente resultando no
aumento da estabilidade térmica. Deste modo, se faz necessario a avaliacdo da estabilidade
térmica desses biocatalisadores na temperatura 6tima de trabalho em diferentes momentos de
incubacdo devido principalmente a baixa condutividade térmica do aerogel, que protegeu 0s

biocatalisadores imobilizados em reacdes de elevada temperatura.

5.2.2. Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da LBC-Livre, BI-Controle e do BI-LI incubados a 40°C em
diferentes periodos de tempo foi investigada e comparada de acordo com a reagdo padréo de
hidrolise do azeite de oliva a 37°C. Conforme mostrado na Figura 21, a estabilidade térmica
da lipase imobilizada em aerogel modificado (BI-LI) foi maior que o controle e a enzima

livre.
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Nota-se que para a BI-Controle e a lipase livre verificou-se a inativacdo apos seis dias
de incubagéo a 40°C, enquanto o biocatalisador modificado permaneceu ativo por pelo menos
14 dias mantendo a atividade acima de 50% e aumentando apds oito dias de incubacdo, ou
seja, hiperativando no transcorrer do estudos de estabilidade, onde tal caracteristica ja foi
relatado em outros biocatalisadores imobilizados em aerogel também no transcorrer da analise
de estabilidade (MAURY et al., 2005; ORCAIRE et al., 2006). Segundo estes autores o
fendmeno é possivel devido a dessorcdo de estabilizantes e proteinas menores presentes na
solucéo de enzimatica (LBC ou Lypozyme) encapsuladas em gel durante os testes sucessivos.
O fendbmeno de dessorcdo é considerado analogo a uma diélise direta das soluges
enzimaticas hiperativando as enzimas no interior dos poros do gel. Portanto, o fenémeno
observado neste estudo pode ser explicado a partir de uma possivel purificacdo do
biocatalisador remanescente por longos periodos de incubacdo em solucdo tampédo fosfato de
sodio (0,1M) promovendo a dessor¢do de impurezas na solucao de enzimética (LBC) a partir
da variacdo do tempo na avaliacdo da estabilidade térmica.
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Figura 21. Estabilidade térmica de LBC livre e imobilizado em aerogel com (BI-LI) e sem

modificacdo (BI-Controle) a 40 °C em diferentes tempos de incubacéo.

Sugere-se também a influéncia do mecanismo de adsorcéo interfacial entre o suporte e a
enzima, permitindo que o Aerogel-LI simule a hidrofobicidade do substrato, e uma vez
exposta em meio aquoso de baixa forga ibnica, as proteinas solUveis em &gua nao
permanecem significativamente imobilizadas enquanto que as lipases sdo fortemente
adsorvidas e estabilizadas em sua forma aberta devido as caracteristicas especificas da LBC,
por exemplo os residuos de aminoacidos hidrofobicos (Ser, His e Asp) e por uma regido
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hidrofébica que circunda o sitio ativo com a tampa aberta (BASTIDA et al., 1998;
SANCHEZ et al, 2017 e BELOZERSKY, 2018). Uma vez incubada por um longo periodo de
tempo, o biocatalisador purificado fica com seu sitio ativo mais exposto fazendo com que haja
aumento da atividade recuperada.

Na maioria dos resultados na literatura ndo apresentam hiperativagao, conforme descrito
por varios estudos. MA et al., (2016) preparou uma silica epoxy funcionalizada (F-560-S)
através da modificacdo do sol da silica com KH560 na presenca do copolimero de tribloco
F127, apos remocdo seletiva do copolimero pela temperatura apropriada, foram preparadas
particulas de silica com grandes areas superficiais e volumes de poros e entdo, foi utilizada
como suporte na imobilizagdo da lipase Candida Antarctica B (LCALB) por ligagédo
covalente. A LCALB livre e imobilizada em F-560-S foram incubadas por apenas 12h & 40°C,
demonstrando que LCALB livre converteu menos de 5% e a lipase imobilizada obteve uma
conversdo abaixo de 40% na sintese de acetato de 1-feniletila através da reacdo de
transesterificacdo de 1-feniletanol e acetato de vinila.

MIRANDA et al., (2014) imobilizou a lipase Thermomyces lanuginosus (LTL) por
adsorcéo fisica em particulas mesoporosas de poli-hidroxibutirato (PHB), onde foi verificado
que a lipase imobilizada desnaturou antes de 1h de incubacdo em meio aquoso a 40°C.
Valores altos para a estabilidade térmica da LBC também foi reportado por LIU et al (2011),
que por sua vez imobilizou a LBC em matrizes hidrofdbicas reteve quase 100% de atividade
original abaixo de 60°C e manteve 80% da atividade original a 65°C por 60min. Em
contraste, a atividade catalitica de LBC livre caiu rapidamente para quase 40% de sua
atividade original ap6s incubacdo a 60°C por 60min. Como a imobilizagdo da LBC foi
realizada por adsorcdo fisica, 0 motivo vinculado a essa alta estabilidade térmica foi que
provavelmente a imobilizacdo forneceu uma espinha dorsal externa rigida para as moléculas
da lipase.

A partir dos resultados expostos conclui-se que a modificacdo do aerogel com liquido
ibnico € uma alternativa bastante promissora para a estabilizacdo da LBC, tornando-a termo
estavel e ativo por longos periodos de incubacdo acima de 336h. Porém ainda se faz
necessario a analise dos parametros cinéticos dos biocatalisadores imobilizados (t6pico 5.2.3),
a fim de avaliar se teve melhoria ou ndo na afinidade da lipase com o substrato, assim como
descrever a possibilidade de variacdo na velocidade reacional devido ao uso do aerogel

modificado com liquido idnico como suporte na imobilizacdo da LBC.
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5.2.3. Determinacéo Parémetros cinéticos na hidrolise do azeite de oliva

A fim de complementar a caracterizacao bioquimica dos biocatalisadores, neste topico
avaliou-se os parametros cinéticos utilizando o programa Origin® 8 foi possivel calcular a
constante de afinidade (Km) e a velocidade méxima de reacdo (Vmax). O ajuste do modelo
cinético (Michaelis-Menten) aos pontos experimentais forneceu os valores dos parametros
mostrados na Tabela 8, e sdo demonstradas graficamente na Figura 22.

Pode-se notar que as constantes cinéticas obtidas para o BI-Controle (Vmax= 681,24
U/g e Km= 296,43 mM) séo inferiores para a Vmax € superiores para 0 Km quando comparados
aos do BI-LI (Vmax= 891,87 U/g e Kn= 214,26 mM). A partir desses dados conclui-se que o
BI-LI tem uma maior velocidade reacional e uma maior afinidade com o substrato, devido ao
menor valor de K. Desta maneira, observa-se que a modificagdo com liquido idnico fez com
que o biocatalisador aumentasse em cerca de 23,62% a sua atividade.

De acordo com BADGUJAR et al. (2017) esse acréscimo pode ser atribuido a ativacao
interfacial da lipase retida no suporte mantendo o sitio ativo mais exposto ao substrato.
Também pode ser verificado que para o BI-LI, teve uma maior afinidade com o substrato
evidenciando ainda mais a possibilidade de uma ativacéo interfacial.

Essa exposicdo do sitio ativo foi observada nos estudos de estabilidade térmica no
item 5.2.2. em que ap6s longos periodos de incubacdo a lipase demonstrou hiperativacéo,
sugerindo-se uma melhor conformacdo da LBC. A hiperatividade também foi observada na
imobilizacdo de carregamentos com baixa concentracdo de LBC (item 5.1) em Aerogel-LlI,
onde pode ser observado no carregamento de 100 U/gsuporte Uma atividade recuperada na faixa
de 120%.

Na otimizacdo do processo de imobilizacdo por adsorcdo fisica da LBC em Aerogel-LI
procede descrevendo o modelo matematico de Sips, ou seja, em baixas concentracdes a
distribuicdo de lipase tende a ser aleatéria (modelo de Freundlich), que ndo é favoravel para a
disposigéo do sitio ativo da enzima, mas mesmo assim teve uma atividade recuperada superior
a 100%, sugerindo uma maior afinidade com o suporte confirmado pela variacdo da constante
de afinidade (de 296,43 para 214,26mM). Enquanto que o Aerogel-Controle adsorve a LBC
seguindo o modelo de Redlich-Perterson, onde em altas concentragdes descreve um perfil de
distribuicdo aleatoria de lipase, sugerindo uma possibilidade de conformacao do sitio ativo

indesejada podendo-se observar que o valor de K é maior para o Bl-Controle.
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Figura 22. Atividade hidrolitica da LBC imobilizada em aerogel (BI-Controle) e em aerogel-

LI (BI-LI) em fungdo da concentracdo de acidos graxos nas emulsdes 6leo/agua (37°C, pH
7,0).

Tabela 8. Parametros cinéticos da LBC imobilizada em aerogel e em Aerogel-LI.

Vinax * [acido graxo]

Equagao V'="K,, + [acido graxo]

Suporte BI-Controle BI-LI

Km (mM) 296,43 214,26
Vmax (U/g) 681,24 891,87
R? 0,99 0,99

Apo0s a determinacdo das condi¢fes do protocolo de imobilizacdo a partir de modelos
matematicos e realizacdo de -caracterizacdo bioquimica, de acordo com exposto, a
hiperativacdo da lipase imobilizada em Aerogel-LI se torna evidente em todos os testes
realizados, tornando-o uma excelente alternativa para aplicacdo em sintese organica, como a
sintese de ésteres etilicos (industria de biocombustiveis) e a de palmitato de cetila (inddstria

de cosméticos).
5.3. Reagdes de sintese de Esteres etilicos

O uso de matérias-primas de baixo valor e/ou brutos para sintese de biodiesel € um
objetivo de inovacdo entre os parceiros produtores de biodiesel. Além de residuos de 6leos de

cozinha ou gorduras animais, o mercado de biodiesel também pode utilizar dleos néo
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refinados a fim de evitar altas concentra¢@es de acidos graxos livres, comumente encontrados
em oOleos reusados, que podem causar a saponificacdo da reacdo, fazendo-se necessario 0 uso
de uma maior quantidade de catalisador encarecendo o processo (CESARINI et al., 2013).

Portanto, como BI-LI mostrou-se nos testes preliminares um biocatalisador estavel e
eficiente, ele foi aplicado na reacdo de transesterificacdo do 6leo de coco bruto e etanol
visando potencial produgéo de ésteres etilicos. O BI-Controle também foi aplicado as mesmas
condicdes reacionais visando avaliar a modificacdo do liquido idnico nesse tipo de sintese.

Na Figura 23 é demonstrado bateladas de transesterificacdo do 6leo de coco bruto
com etanol em tempos reacionais entre 12-144h aplicando os biocatalisadores com
carregamentos utilizados por BARBOSA et al., (2016) de 300 mg/gsuporte tanto para o
Aerogel-Controle como para o Aerogel-LI (Bl-Controle e BI-LI), e do carregamento
otimizado utilizando os modelos matematicos de adsorcdo no item 5.1, onde foram obtidos
valores de carregamento de aproximadamente 340mg/gsuporte Na imobilizacdo da LBC
utilizando o Aerogel-LI (BI-LI-OTM).
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Figura 23. Efeito do tempo reacional na transesterificacdo do 6leo de coco e alcool etilico na
razdo molar (1:7) a 40°C com 20%m/m de biocatalisador (BI-Controle; BI-LI; BI-LI-OTM).

De forma geral, a partir das conversdes obtidas na reacdo de transesterificagcdo
utilizando os trés tipos de biocatalisadores pode-se observar a influéncia positiva do uso do LI
na modificacdo da silica para o processo de imobilizacdo (BI-LI), assim como o estudo de
saturacdo do suporte (BI-LI-OTM) cujo os valores diferem do Bl-Controle.

E importante ressaltar que a variagdo de carregamento otimizado (297mg/Qsuporte) € O

proposto por BARBOSA et al., (2016) (300mg/gsuporte) & desprezivel, e por esse motivo nao
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foi realizada uma curva Bl-Controle-OTM. Inicialmente, pode-se observar, que a curva
cinética do BI-LI-OTM retém uma melhor capacidade de conversdo para todos 0s tempos
reacionais, devido a sua maior retencdo de LBC e de sua afinidade com o suporte tornando o
sitio ativo mais exposto ao meio organico, entrando em convergéncia com 0s dados expostos
no processo de otimizacdo da técnica de imobilizacdo por adsorcdo fisica (item 5.1) e na
caracterizagdo bioquimica desses biocatalisadores (item 5.2).

Pode-se observar também, que para os tempos de 12 até 72h o Bl-Controle teve um
comportamento similar ao BI-LI na conversdo de ésteres etilicos, isso se deve provavelmente
ao tamanho dos poros e ao comportamento da LBC em relacdo ao Aerogel-LI. De acordo com
0 explanado no item 5.1.2, 0 processo de adsor¢do que melhor representa a distribuicdo da
LBC no Aerogel-LI é o modelo isotérmico de Sips, onde em baixas concentracdes de lipase, a
tendéncia € de uma distribuicdo mais aleatéria em sua superficie, comportamento similar ao
proposto por Freundlich.

Deste modo, como o BI-LI foi preparado com um carregamento abaixo do proposto
para sua saturacdo, leva-se a crer quer que a LBC estd distribuida no Aerogel-LI com
tendéncia a aleatoriedade de Freundlich. Isso somado com a possiveis problemas difusionais
atrelados a maior tamanho de poro e area superficial do Aerogel-LI, faz com que leve mais
tempo para que o substrato entre em contato com o sitio ativo da LBC, que além de estar
disposta em um suporte de maior area, esta distribuida em sua superficie de maneira aleatoria.
Uma vez transposta a barreira difusional e de distribuicdo molecular, obteve-se uma
conversao muito superior nos tempos de 96, 120 e 144h para o BI-LI.

No tempo de 120h inclusive, a conversdo do BI-LI chega a equiparar a do BI-LI-
OTM, porém com o transcorrer do tempo, a conversdo aumentou significativamente para o
BI-LI-OTM, devido provavelmente a uma melhor acomodacdo do sitio ativo da enzima.
Cromatogramas referente ao 6leo de coco bruto e para mistura de ésteres etilicos adquirida na
transesterificacdo do 6leo de coco bruto e lcool etilico utilizando o BI-LI-OTM ap6s 144h de
batelada esta disponivel no ANEXO 1. Foi realizada uma prospecgdo académica em ordem
cronolodgica da producdo de biodiesel por via enzimatica utilizando 6leo de coco (Tabela 9) e
conclui-se que até o presente momento, ndo existe dado publicado para a aplicacdo utilizando
oleo de coco bruto. Logo, os dados de conversédo exibidos na Figura 23 serdo comparados aos
processos que utilizam 6leo de coco refinado.

Nota-se que a maioria dos estudos utilizaram uma metodologia de superficie de

resposta para otimizagdo de seus resultados, abrindo possibilidades para a melhoria dos
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resultados ilustrados na Figura 23. TUPUFIA et al., (2013) e WOO et al., (2016) utilizaram
ultrassom para amplificar os resultados de conversdo de ésteres etilicos, onde na reacdo em
batelada (convencional), atingiu uma conversdao proxima de 80% enquanto que em meio
reacional utilizando Ultrassom, foi necessaria apenas 3h para atingir 92% de conversao.

Vale salientar que o método de imobilizacdo realizado no presente trabalho, a
adsorcdo fisica, € uma alternativa aos demais métodos apresentados na Tabela 9, pela fécil
aplicabilidade e répida obtencdo do derivado imobilizado. Além disso, o liquido i6nico
utilizado para a modificacdo do aerogel pode ser recuperado no extrato gerado na secagem do
método utilizado, o supercritico, conhecido por se tratar de um método de extracdo bastante
eficiente.

Pode-se observar que o estudo LBC imobilizada e aplicada a sintese de ésteres etilicos
utilizando 6leo de coco como matéria prima nao foi abordada por nenhum dos autores listados
na Tabela 9. No entanto OLIVEIRA et al., (2014) aplicou a LBC imobilizou e matriz sol-gel
modificada com liquido i6nico na transesterificacdo do oléo de babasu (6leo vegetal ndo
comestivel) e etanol obtendo uma conversdo 6tima de ésteres etilicos de 51,9% por meio do
planejamento experimental com razdo molar (6leo:alcool) de 1:7 e temperatura de 40°C em
48h de reacdo. Essas condigdes sdo similares ao exposto na Figura 23, onde foi obtido para
esse tempo reacional por volta de 50% de conversdo. No entanto, demonstra-se que o efeito
do tempo reacional é crucial para o aumento dessa conversdo. OLIVEIRA et al., (2014)
também observou que com a sobrecarga realizada por adsorcdo fisica do biocatalisador
previamente imobilizado por encapsulacdo, foi possivel aumentar a conversdo de ésteres
etilicos de 51,9% para 98,69%.

Resultados favoraveis para a aplicacdo da LBC imobilizada para obtencdo de ésteres
etilicos também € observada por ABDULLA et al. (2013), onde a LBC imobilizada por
aprisionamento em uma matrix hibrida de Alginato & k-carrageenan foi aplicada a reacdo de
transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso cra (Jatropha curcas L.) e etanol a 35°C na razdo
molar 6leo:alcool de 1:10 por 24 h, obtendo 100% de conversdo. Deste modo, conclui-se que
estudo de isotermas de adsorcao realizado no item 5.1. impactou na melhoria do desempenho
do biocatalisador na sintese organica, podendo ser aplicada na sintese de outros tipos de
ésteres de interesse industrial com mecanismo reacional mais simples, no proximo item sera
abordado a esterificacdo do acido palmitico com o alcool cetilico para obtencdo de palmitato

de cetila, éster importante na industria de cosméticos e farmacéutica.
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Tabela 9. Prospeccéao académica em ordem cronoldgica da producdo de biodiesel por via enzimatica utilizando 6leo de coco

Fonte de Método de . . Converséo
i . e Suporte Condic0es reacionais - Autor
lipase imobilizacdo maxima
Lipozyme - Razéo molar dleo de coco para alcool fusel: 1:3;
Imobilizado . . . . _ :
TL IM Oferecimento de biocatalisador: 15% (m/m); Efetivamente
Thermomyces em um gel de .
| . (Novozymes, PR tempo: 20h; convertidosem  SUN et al. (2012)
anuginosus Bagsverd silica ndo ’ 0 ésteres de sabor
D g k’ Compressive| Temperatura: 23°C
enmark) Agitacdo: 130 rpm
Candida Razao molar éleo de coco para etanol: 1:10;
H 1 1 H . 0, .
antarctica Novozym  Resina acrilica Oferec.lmen_to de biocatalisador: 7% (m/m); RIBEIRO et al.
expressada em 435 MACIODOrosa tempo: 24h; 80,50% (2012)
Aspergillus P Temperatura: 60°C
niger Agitacdo: 200 rpm
Candida Razdo molar éleo de coco para etanol: 1:3; Convencional
antarctica . .. Oferecimento de biocatalisador: 1% (m/m); _
expressada em Novozym  Resina acrilica tempo: 50h (convencional); 3h (Ultrassom 43 kHz) (80%): TUPUFIA et al.
. 435 macroporosa o Ultrassom 43kHz (2013)
Aspergillus Temperatura: 50°C (92%)
niger Agitacdo: 350 rpm
Candida Raz&o molar 6leo de coco para etanol: 1:9
H 1 1 H . . 0
antarctica Novozym  Resina acrilica Oferec.lmento de blocatallsador; (m/m),, 2_O/o MICHELIN et al..
expressada em tempo: 0,5h (Ultrassom em poténcia maxima) Cerca de 70%
: 435 macroporosa o (2015)
A_sperglllus Temperatura: 65°C
niger Agitacdo: ndo mencionado
Candida Tupufia et al., 2013, com modificacbes, onde:
ggt?ng;a oy Novozym Resina acrilica Razdo molar 6leo de coco para etanol: 5:1; Corca de 1009 WOO etal.,
P _” 435 macroporosa  tempo: 0,5h (Ultrasson 43 kHz) 0 (2016)
A_spergl us OBS™*: 0 objetivo da pesquisa foi misturar o biodiesel derivado
niger com diesel de petroleo e avaliar o potencial do biocombustivel
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Continuagédo da Tabela 9.

Fonte de Método de - L Converséo
i . e Suporte Condic0es reacionais o Autor
ipase imobilizacdo maxima
Raz&o molar 6leo de coco:etanol 1:12
c Liacs Oferecimento de biocatalisador: 20% (m/m) COSTASILVA
ercospora igacéo : 0 -
kikuchii covalente  Cascadearroz tempo:72h - 97.1% et al., (2016)
Temperatura: 50°C
Agitacédo continua de 150 rpm
. Razao molar 6leo de coco para Butanol: 1:6.2 Baixa massa
Candida . . . i
antarctica _ . Oferecimento de biocatalisador: 5,8% (m/m); molecular butil
Resina acrilica . éster (74%) BOUAID et al.,
expressada em Novozyme 435 tempo: 4h levad 2017
Aspergillus MACTOPOTOSA  Temperatura: 65°C elevada massa (2017)
nicer e ' molecular butil
g Agitacdo: 450 rpm ester (24%)
Licacs Razdo molar dleo de coco:etanol 1:12;
19acao ' i Oferecimento de biocatalisador: 20% (m/m
Cercospora cruzada usando Microparticula . ) b (m/m) COSTA-SILVA
ARt ; de acetato de  tempo: 120h; 97,90%
kikichii glutaraldeido uitosana T tura: 40°C: etal., (2017)
como agente g emperatiira. #9°%,
Agitacédo continua de 150 rpm.
Raz&o massica 6leo de coco:metanol: 300:60
Lasiodilodia Alginato de Oferecimento de biocatalisador: 7,2% (m/m) VENKATESAGO
theobro?nae Aprisionamento gcélcio tempo: 6h 85,5% WDA et al.,
Temperatura: 35°C por 5h30min e 60°C por 30min (2017)
Agitacédo continua de 150 rpm.
Raz&o massica 6leo de coco bruto:etanol:1:7
i i i i 200
Burkholderia Adsorciio fisica  Aerogel-LI Oferecimento de biocatalisador: 20% (m/m) 20% Este trabalho

cepacia

tempo: 144h
Agitacédo continua de 200 rpm
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5.4. Reac0es de sintese de palmitato de cetila

A fim de avaliar o potencial do BI-LI-OTM e BI-Controle, carregamentos que ja
demonstraram ser promissores na sintese organica no item anterior em outro tipo de sintese
(transesterificagcdo para obtencdo de ésteres etilicos), o palmitato de cetila foi selecionado por
ser possivel sintetizar através de uma esterificacdo direta, onde a contabiliza¢do do percentual
de conversdo € realizada de maneira simplificada (titulacdo &cido/base), de acordo como
descrito no item 4.2.6. ampliando as suas possibilidades de estudo. Outro motivo relevante
para escolha desse éster, é que se trata de um éster de elevado valor agregado com poucas
publicacdes referente a sua sintese e otimizacdo por esterificacdo (GUNCHEVA et al., 2011,
SERRANO-ARNALDOS et al., 2016 e MUTLU e YILMAZ, 2016)

Primeiramente, para termos uma base de estudo, foram fixadas como varidveis a
temperatura reacional (°C) (T), a razdo molar (mol de &cido: mol de &lcool) (RM) e o
percentual de biocatalisador oferecido no meio reacional (%m/m) (PB) por serem variaveis ja
amplamente aplicadas em estudos de otimizacdo experimental quando se trata sintese de
ésteres. SILVA et al., (2014), imobilizou a lipase pancreética porcina em poli-hidroxibutirato
por adsorcdo fisica e aplicou o derivado imobilizado na sintese do sabor do abacaxi por
esterificacdo do butanol e &cido butirico utilizando heptano como meio de dispersdo dos
reagentes, onde, através da variacdo dos fatores T, PB e percentual de peneira molecular
obteve uma conversao 6tima de 93% apds 2h de reacdo. Enquanto que LOPES et al., (2011)
produziu a lipase Rhizopus sp. por fermentacdo em estado solido e aplicou na sintese de
oleato de oleina, a lipase Lipozyme TL IM também foi utilizada como biocatalisador para
efeito comparativo por se tratar de uma lipase imobilizada comercializada pela empresa
Novozymes amplamente aplicada em sintese organica. Apos a variacao dos parametros RM e
PB, rendimentos 6timos de conversdo foram obtidos para a lipase livre (93,1%) e comercial
(94,2%).

Tratando-se da selecdo do ponto central, prosseguiu a escolha utilizando os seguintes
critérios:

e A temperatura escolhida foi 50°C devido ao ponto de fusdo do palmitato de cetila, que
se encontra na faixa de 43-57°C (MERCKMILLIPORE, 2017) e por ja ter sido
demonstrada como temperatura otima de atuacdo da LBC livre (Item 5.2.1) em meio

aquoso.
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e Para facilitar a dispersdo dos reagentes, foi utilizado hexano, por se tratar de um
solvente que ja vem sido amplamente empregado em etapas anteriores no processo de
imobilizagdo da LBC no Aerogel-Controle e Aerogel-L1 (Item 4.2.2).

e A razdo molar (mol de acido: mol de alcool) foi de (1:1) por se tratar de uma reagéo
direta e por ser abordado na literatura para sintese de palmitato de cetila
(GUNCHEVA et al., 2011; MUTLU e YILMAZ, 2016; SERRANO-ARNALDOS et
al.,2016);

e O percentual de biocatalisador oferecido no meio reacional foi de 10 (% m/m), ponto
considerado médio quando se trata da aplicacdo da lipase imobilizada em sintese
organica;

Varidveis como agitacdo e tempo reacional foram fixadas, onde a agitacdo foi mantida a
mesma da qual foi utilizada em todo estudo de otimizacdo do carregamento de lipase (item
5.1) e caracterizacdo bioquimica (item 5.2), para assim podermos estabelecer um parametro
comparativo com menor erro. Para fixar o tempo reacional, um experimento piloto foi
realizado com o ponto central proposto visando vislumbrar uma converséo a ser otimizada.

Como demonstrado na Figura 24, tempos reacionais inferiores a 3h foram ineficientes
para a conversdo de palmitato de cetila, no decorrer do teste piloto decidiu-se permitir que a
reacdo procedesse no decorrer do periodo noturno para sé depois ser realizado a aferi¢do da
conversdo. Deste modo, foram realizados testes no tempo reacional de 15 e 18h, sendo fixado
o tempo de 18h por apresentar maior conversao.
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Figura 24. Triagem para selecdo de tempo reacional no estudo da biossintese de palmitato de
cetila utilizando o BI-Controle e BI-LI-OTM.

64



Com base nos parametros preestabelecidos, o planejamento experimental visando a
otimizag&o do processo de producéo de palmitato de cetila por via enzimatica, foi realizado de
acordo como demonstrado pela Tabela 10. Atraves do estabelecendo de um comparativo entre
0S pontos centrais e 0s demais pontos, podemos perceber que com os fatores foram
necessarios para que o seu aumento (de 1 para +1,68) impactasse positivamente na conversao,
foram a concentragdo de alcool e o percentual de biocatalisador oferecido ao sistema reacional
(Ensaio 14 e 12). Enquanto que quando compararmos o ponto central com o ensaio 10,
percebe-se que o aumento da temperatura € prejudicial para a eficiéncia da sintese de

palmitato de cetila.

Tabela 10. Experimentos de Sintese de pamitato de cetila pelo biocatalisador controle e pelo

biocatalisador modificado com liquido i6nico

Variavel dependente

Variaveis Independentes

Ensaios Ester Convertido (%) (Y)

T RM PB
°C) (Acido:Alcool) (Y%m/m) Bl-Controle BI-LI-OTM

1 41 (-1) 1:0,7 (-1) 5,2 (-1) 24.4 14,4
2 59 (+1) 1:0,7 (-1) 52 (-1) 20,0 2,5

3 41 (-1) 1:1,3 (+1) 52 (-1) 50,0 65,0
4 59 (+1) 1:1,3 (+1) 52 (-1) 25,0 5,0

5 41 (-1) 1:0,7 (-1) 14,8 (+1) 56,0 64,0
6 59 (+1) 1:0,7 (-1) 14,8 (+1) 49,5 39,6
7 41 (-1) 1:1,3 (+1) 14,8 (+1) 58,8 90,0
8 59 (+1) 1:1,3 (+1) 14,8 (+1) 64,4 44,8
9 35 (-1,68) 1:1 (0) 10 (0) 71,43 76,09
10 65 (+1,68) 1:1(0) 10 (0) 33,33 8,70
11 50 (0) 1:0,5 (-1,68) 10 (0) 28,57 31,58
12 50 (0) 1:1,5 (+1,68) 10 (0) 78,95 86,67
13 50 (0) 1:1(0) 2 (-1,68) 2,27 0,00
14 50 (0) 1:1 (0) 18 (+1,68) 82,95 86,36
15 50 (0) 1:1(0) 10 (0) 73,86 82,95
16 50 (0) 1:1(0) 10 (0) 70,45 81,82
17 50 (0) 1:1(0) 10 (0) 69,32 81,82
18 50 (0) 1:1(0) 10 (0) 68,18 81,82
19 50 (0) 1:1(0) 10 (0) 68,18 80,68
20 50 (0) 1:1(0) 10 (0) 68,18 79,55

T= Temperatura; RM= Raz&o Molar; PB= Percentual de biocatalisador
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E nitido observar que o ensaio com a melhor conversdo é o 7 utilizando o BI-LI-OTM,
onde a reagdo ocorreu 4 41°C, em RM de 1:1,3 e 14,8%m/m de PB neste ponto ha um balanco
das qualidades e defeitos dos fatores envolvidos de tal maneira, que fez com que a converséo
atingisse quase a sua totalidade. No que concerne ao BI-Controle, a maior conversdo foi
atingida foi de 82% nas condigdes do ensaio 14, no qual foi oferecido o maior percentual de
biocatalisador no sistema reacional (18%). Enquanto que para o BI-LIOTM foi de 14,8% nas
condicdes do ensaio 7. Tal diferenca pode ser explicada da seguinte maneira, o BI-LI-OTM
tem as maiores conversdes em quase todos os ensaios (Ensaio 3, 5, 7, 9, 11, 12, 14, 15, 16, 17,
18, 19 e 20) por apresentar uma maior retengdo de lipase na superficie do seu suporte, fazendo
gue ndo seja necessario um maior carregamento de biocatalisador imobilizado para a obtencao
de uma boa conversdo. Afim de suprir esta limitacdo para Bl-Controle, se fez necessario um
maior percentual de biocatalisador (18%) para atingir maiores conversdes (82%).

Também é possivel observar que o aumento da concentracdo de &lcool no substrato foi
mais benéfico para o BI-LI-OTM. Essa variacdo de comportamento na variavel RM é devido
provavelmente a maior exposicao do sitio ativo da lipase a interface hidrofébica, de acordo
com o explanado nos itens 5.1 e 5.2., mostrando evidéncias de ativacdo interfacial, fazendo
com que biocatalisador fique mais sensivel a modificacdo na variagdo de seu substrato, uma
vez que a LBC se encontra distribuida no Aerogel-LI com tendéncia a homogeneidade,
comportamento descrito pelo modelo matematico de Sips.

Comportamento similar ¢ demonstrado por KUO et al., 2012, onde aplicando as
lipases Lipozyme RMIM e Novozym 435 na esterificacdo do &cido octandico e alcool
cetilico, obtiveram uma conversdo de octanoato de cetila de 94% e 97%, respectivamente. O
parametro RM influenciou positivamente quando empregado um excesso de alcool no meio
reacional, descrevendo a existéncia de uma inibicdo competitiva da enzima por &cido
octandico. A forte acidificagdo do microambiente da lipase pode levar a mudancas
conformacionais na sua estrutura tridimensional diminuindo a sua eficiéncia.

A interacdo entre RM e PB também apresentou efeito positivo, indicando que a
reducdo da conversdo causada pela producdo de agua pode ser reduzida se a quantidade de
etanol aumentar proporcionalmente em relacdo a quantidade de enzima. O alcool por sua vez,
quando se encontra em maior quantidade, obtém maior vantagem pelo sitio ativo da enzima
em reacdo ao éster recém-formado e ao acido palmitico, por se tratar de uma molécula menor

e mais concentrada, favorecendo a reagdo direta e uma maior taxa de convers&o.
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O mecanismo reacional de palmitato de cetila por esterificacdo € exposto na Figura 11
no item 3.1.3. Através da analise do comportamento da lipase na cinética de esterificacéo,
MAURY et al., (2005) reporta que para a LBC encapsulada em aerogel aplicada na reacdo do
acido laurico e 1-octanol apresenta comportamento de uma cinética Ping-Pong Bi-Bi com
inibicdo de ambos os substratos. 1sso explica 0 motivo pelo qual em maiores concentracdes de
alcool cetilico (Ensaio 12) ndo foi obtido ainda maiores conversdes de palmitato de cetila.

E finalmente, referindo-se a relevancia da modificacdo da temperatura, no ensaio 10
nos temos o experimento que performa na maior temperatura abordada. Percebe-se que o
aumento da temperatura € prejudicial para ambos os biocatalisadores, dado que entra em
convergéncia com a natureza do biocatalisador, que tende a degenerar em altas temperaturas.

Para ter uma informacdo mais acurada, o estudo estatistico ANOVA foi realizado,
assim como o estudo de superficie de resposta para ambos os biocatalisadores aqui testados.
Nas tabelas 11 a 14 sdo apresentadas as analises estatisticas e as ANOVAs obtidas para cada
biocatalisador.

Na tabela 11 é confirmado estatisticamente que as variaveis T, RM e PB, foram
significativas para a conversao de palmitato de cetila unitizando o BI-Controle, porém as suas
interagBes, ndo foram significativas o suficiente. Isso é observado experimentalmente no
ensaio 14, que teve a maior conversdo para o Bl-Controle. Neste ensaio a varidvel mais
significante para uma boa conversdo foi o PB, onde aqui parece com o menor p-valor

reportado e maior coeficiente de regressao.

Tabela 11. Anélise Estatistica para a Sintese de Palmitato de cetila pelo BI-Controle

Eatores Coef. Erro £(10) Lim. Conf. Lim. Conf.
Regr. padrao b -95% +95%
Média® 69,86 416 1680 000 6059 79,12
T (°C) (L) * 691 276 -250 003  -13,06 0,76
T (°C) (Q) * 715 269 -266 002  -13,15 1,16
?L'\)"* (Acido: Alcool) g2, 576 353 001 359 15,89
(RQ'\;'* (Acido: - Alcool) 666 269 248 003  -1266 0,67
PB (%m/m) (L)* 1795 276 650 000 11,80 24,10
PB (%m/m) (Q)* 1061 2,69 -394 000  -16,61 4,62
T x RM 107 361 -030 077  -911 6,96
TxB 356 361 099 035  -4,48 11,59
RM x B 162 361 -045 066  -9,65 6,42

T= Temperatura; RM= Razdo Molar; PB= Percentual de biocatalisador; L=Linear; Q= Quadratico
*Significancia de 95%. Ttab=2,23
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Ja nos resultados expostos na Tabela 12, temos que para o BI-LI-OTM novamente
temos que todos os fatores lineares e quadraticos sdo significantes para o estudo, porém, a
interacdo entre eles também é. Aqui temos que T X RM, por apresentarem p-valores acima do
nivel o de significancia utilizado (0,05) também ¢é significativo, resultado convergente com o
demonstrado experimentalmente na Tabela 10, onde a melhoria da conversdo de palmitato de
cetila deu-se principalmente no equilibrio entre as variaveis tendo T e RM um maior impacto
devido a natureza do biocatalisador de sensibilidade a temperaturas elevadas e de possuir uma
fragilidade em substratos acidos.

Tabela 12. Anélise Estatistica para a Sintese de Palmitato de cetila pelo BI-LI-OTM

Coef. Erro Lim. Conf. Lim. Conf.
Fatores Regr. padrédo ¢(10) P -95% +95%
Média* 81,62 282 2893 000 7534 87,01
T (°C) (L) * 118,67 1,87 997 000  -22,84 -14,50
T (°C) (Q) * -15,00 1,83  -822 000  -19,06 -10,93
(RL'\)"* (Acido: Alcool) 45 gg 187 692 000 879 17,13
(RQ'\;* (Acido: Alcool) 4 7 1,83 497 000  -13,13 5,00
PB (%m/m) (L)* 21,74 1,87 11,61 000 17,57 25,91
PB (%m/m) (Q)* 14,72 1,83  -806 000  -18,78 -10,65
T x RM* 8,61 245 352 001  -14,06 -3,16
TxB 0,30 245 012 091  -515 5,75
RM x B 22,74 245  -112 029  -819 2,70

T= Temperatura; RM= Razdo Molar; PB= Percentual de biocatalisador; L=Linear; Q= Quadratico
*Significancia de 95%. Twv=2,23

Nos testes estatisticos das tabelas 11 e 12 de t-student [T(10)], as variaveis ndao-
significativas possuem valores calculados dentro do intervalo -ttan < t(10) < twp. Tal resultado é
refletido nos resultados do coeficiente de regresséo e de seu respectivo erro padréo, onde o
valor do coeficiente € muito proximo do valor do erro, tornando a variavel irrelevante para o
estudo. Os resultados experimentais foram ajustados a um modelo polinomial de segunda
ordem e o método dos minimos quadrados foi utilizado para a geracdo dos coeficientes de
regressdo para a média, linear e interacdo dos termos quadraticos.

O modelo matematico com as variaveis codificadas que representam a porcentagens

de esterificacdo sdo demonstradas nas Equagdes 15 e 16
Yei-controle = 69,9-(6,9*T)-(7,1*T2)+(9,7*RM)-(6,7*RM?)+(17,9*PB)-(10,6*PB?) Equacdo 15

YeiLotm=81,6-(18,7*T)-(15,0%T2)+(13,0RM)-(9,1*RM2)+(21,7*PB)-(14,7*PB?)-(8,6*T*RM)  Equacéo 16
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Para validagdo do modelo matematico e testar a sua significancia, foi realizado o
estudo de andlise de variancia (ANOVA) assim, sendo exposta na Tabela 13 para a anélise do
delineamento experimental realizado utilizando o BI-Controle e a Tabela 14 para o
delineamento experimental do BI-LI-OTM. Verifica-se primeiramente que o valor do Fcac Se
enquadrou na regido de aceitacdo tanto para a analise do BI-Controle, como para a do BI-LI-
OTM, pois Fcaic>Fab para todas as variaveis estudadas.

Tabela 13. ANOVA para a Sintese de palmitato de cetila pelo Bl-Controle

Soma dos Quadrado

Fonte de Variagéo Quadrados Graus de Liberdade Meédio Fealc.
Regressao 9008,80 9 1000,98 9,62
Residuo 1040,02 10 104,00

Falta de ajuste 1015,05 5 203,01

Erro puro 24,97 5 4,99

Total 10048,82 19

R2=89,65%; Fo:10:0,05 = 3,02

Pode ser observado que o modelo quadratico polinomial representa uma boa
aproximacdo para todas as respostas investigadas devido aos estatisticamente significativos
valores-p (<0,05) dos modelos, que foi confirmado por elevados coeficientes de determinacéo
maltipla (R?), 89,65% para o BI-Controle e 97,72% para o BI-LI-OTM.

Tabela 14. ANOVA para a Sintese de palmitato de cetila pelo BI-LI-OTM

Soma dos Quadrado

Fonte de Variacéo Quadrados Graus de Liberdade Meédio Fcalc.
Regresséao 20523,61 9,00 2280,40 47,66
Residuo 478,49 10,00 47,85
Falta de ajuste 471,61 5,00 94,32
Erro puro 6,89 5,00 1,38

Total 21002,10 19,00

R?=97,72%; Fe:10,0,05 = 3,02

A partir o modelo matematico gerado pela analise estatica, foi possivel elaborar as
respectivas superficies de resposta para o Bl-Controle e para o BI-LI-OTM, sendo

demonstradas graficamente na Figura 25.
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Figura 25. Superficies de resposta para cada biocatalisador estudado.
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Devido a grande significancia das variaveis envolvida no estudo, trés superficies de
resposta foram geradas para demonstrar e regido 6tima de trabalho estatisticamente. Pode-se
notar que nas superficies de resposta geradas, para o Bl-Controle apenas um unico grafico
apresenta uma regido com conversao acima de 80%, enquanto que nas superficies de resposta
geradas pelo BI-LI-OTM, todos os graficos apresentam essa regido.

Podemos notar que o a modificagdo com liquido idnico de fato tornou a reagdo mais
eficiente em termos de percentual de conversdo e custos atrelados a performance do

experimento, na Tabela 15 demostramos as regides 6timas de trabalho de cada biocatalisador.

Tabela 15. Regido 6tima de trabalho para cada biocatalisador aplicado.

Variavel dependente

Variaveis Independentes

Ensaios Ester Convertido (%) (Y)
T (°C) RM (Acido:Alcool) PB (%m/m) BI-Controle BI-LI-OTM

7 41 (-1) 1:1,3 (+1) 14,8 (+1) 58,8 90,0

14 50 (0) 1:1(0) 18 (+1,68) 82,95 86,36

T= Temperatura; RM= Razao Molar; B= Percentual de biocatalisador

Deste modo, conclui-se que utilizando o biocatalisador modificado, se utiliza menos
energia devido a reducdo de temperatura reacional de 50°C para 41°C, se consome menos
biocatalisador imobilizado, onde em vez de utilizar 18%, utiliza-se 14,8%, e por fim, diminui
a necessidade de &cido palmitico que é o reagente mais oneroso empregado na composi¢do do
substrato reacional, onde passa-se a trabalhar com um excesso de alcool cetilico, diminuindo
em 12,7% a massa de acido palmitico no sistema reacional.

Apbs realizado a otimizacdo da producdo de palmitato de cetila nas variaveis T, RM e
PB, foi realizado o estudo do tempo reacional 6timo na regido de melhor converséao de ésteres
(90%, ensaio 7 utilizando o BI-LI-OTM). Na Figura 26 pode-se notar que com 15h foi mais
que o suficiente para converter o palmitato de cetila de maneira mais eficiente em relativa
totalidade (92%-100%).
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Figura 26. Estudo cinético da producdo de palmitato de cetila utilizando o ponto de maior
conversdo (Ensaio 7, BI-LI-OTM).

Portanto, avalia-se que a varidvel tempo também é de fundamental avaliacdo quando
se trada da conversdo de ésteres por esterificacdo, uma vez que no estudo preliminar para
avaliar o tempo reacional 6timo para prosseguir com o delineamento experimental, obteve-se
que o tempo 6timo de 18h (Figura 24, pagina 63), enquanto que na Figura 26 demonstra que
houve um decaimento no tempo reacional. Essa variacdo de tempo €é devido a otimizagdo do
processo pois na Figura 24 o ensaio foi realizado no ponto central, ou seja a 50°C, RM
(1:1)(4cido:alcool) e 10%m/m de PB enquanto que na Figura 26 foi realizado nas condicGes
otimizadas de 41°C, RM (1:1,3)(acido:alcool) e 14,8%m/m de PB, fazendo com que o BI-LI-
OTM atue de maneira mais eficiente em menor quantidade de tempo devido a facilidade
proporcionada pela otimizacdo de contato do substrato com o sitio ativo da lipase
premeditando possivel inibi¢cBes por coprodutos.

Na literatura existem poucos relatos sobre a sintese de palmitato de cetila, onde
geralmente é realizado pela transesterificacdo de algum O6leo com o 4alcool cetilico
(PAPADAKI et al., 2017; UNGCHAROENWIWAT et al., 2016; UNGCHAROENWIWAT
et al., 2015) porém a mistura desses ésteres é de grande dificuldade, podendo tornar o
processo oneroso a depender da aplicacdo. Dessa forma, apenas GUNCHEVA et al. (2011),
MUTLU e YILMAZ, (2016) e SERRANO-ARNALDOS et al. (2016) utilizardo a catalise por
esterificacdo direta para sintese de palmitato de cetila, resultados e regido experimental de
trabalho séo reportados na Tabela 16. Observa-se que apesar do BI-LI-OTM possuir um logo
tempo reacional quando comparado aos resultados reportados dos demais autores da Tabela
16, o palmitato de cetila sintetizado com o BI-LI-OTM é o que opera em uma menor
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temperatura reacional, balanceando um pouco o0 gasto energético pelo uso de altas
temperaturas. Outro fator relevante, é que a sintese por BI-LI-OTM ocorre utilizando um
excesso de alcool. De acordo com orcamento realizado no dia 31/07/2017 pela empresa
Metaquimica produtos LTDA (CNPJ 07.056.011/0001-32), o valor do &cido palmitico é em
torno de R$182,48/Kg, enquanto que o valor do alcool cetilico é em torno de R$52,50/Kg.
Nota-se que quando analisamos os trabalhos de GUNCHEVA et al. (2011), MUTLU e
YILMAZ (2016) e SERRANO-ARNALDOS et al., (2016), observamos que todos 0s autores
trabalharam com a razdo molar de 1:1 (&cido:alcool), isso ocorreu pois todos os trabalhos
utilizaram pontos centrais para a realizacdo da pesquisa, nenhum dos autores realizaram a
metodologia de delineamento experimental fatorial, optaram por estudar os parametros
separadamente. E, como foi discutido na andlise estatica para o BI-LI-OTM, no ensaio de
melhor conversdo (Ensaio 7) a interacdo dos fatores T e RM é bastante relevante para a

melhoria da conversao.

Tabela 16. Demonstrativo das condi¢des reacionais 6timas para sintese de palmitato de cetila

por esterificacdo ja reportadas na literatura

Catalisador Tecnica de Suporte  Condicdes reacionais COPV' Autor
Imob. Max.
RM: 1:1 (4cido:alcool)
lipase Adsorcio . T:50°C 75~  GUNCHEVA
Candida o Poliuretanos tempo: 5h
fisica - 97,3% etal. (2011)
rugosa Agitacdo: 100 rpm

PB: 10%m/m

RM: 1:1(4cido:&lcool)

T:162°C MUTLU e
Zr-SBA-15 Encapsulagéo Silica  tempo: 6h 63,1%  YILMAZ
Agitacdo: 520 rpm (2016)

PB: 10%m/m

RM: 1:1 (acido:élcool)

Resina  1:80°C 97.  SERRANO-
Novozym 435 Novozym 435 acrilica  tempo: 6h 100% ARNALDOS
macroporosa Agitagdo: 520 rpm et al. (2016)
PB: 2,5%m/m
RM: 1:1,3
lipase (&cido:alcool)
Burkholderia ~ Adsorcéo T:41°C 95-
cepacia fisic% Aerogel-LI tempo: 15h 100% Este trabalho
(BI-LI-OTM) Agitacdo: 200 rpm

PB: 14,8%m/m
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Apesar de ser utilizado o maior carregamento de biocatalisador imobilizado no meio
reacional, também existe a possibilidade de futura pesquisa quanto a estabilidade do
biocatalisador, avaliado os tempos de incubacdo, uma vez que ja demonstrou ser bastante
promissor quando aplicado na reacdo de hidrolise do azeite de oliva (Item 5.2.1) no qual
apresentou hiperativacdo ap6s oito dias de incubagdo, tornando aceitdvel o uso de relativa
maior quantidade de biocatalisador ao sistema reacional.

Outra perspectiva de avaliacdo é quanto a qualidade do éster sintetizado. Por se tratar
de um teste rapido e de facil avaliacdo, a atividade emulsificante na interface agua/oleo do
palmitato de cetila sintetizado pela esterificagdo do alcool cetilico com o &cido palmitico
utilizando o BI-LI-OTM como biocatalisador foi avaliada e é abordada com maior detalhe no

préximo item.

5.4.1. Atividade Emulsificante

Os insumos quimicos utilizados para a formulacdo dos muitos produtos desenvolvidos
para cuidar da beleza, dentre eles o proprio palmitato de cetila, tém de ser adquiridos com um
fabricante apto a garantir a sua procedéncia, armazenagem e a qualidade final. Algumas
empresas tém atuado com o foco em prémios e atestados de qualidade técnica afim de
diferenciarem como os melhores fornecedores quanto comparadas a outras empresas. Na
categoria de cosméticos naturais ou organicos, podemos citar alguns tipos de selo de
qualidade, como por exemplo a Ecocert, que atua na inspecdo e certificagdo de alimentos
organicos e cosméticos naturais ou organicos (ECOCERT, site acessado em 28 de janeiro de
2018).

O potencial emulsificante do éster palmitato de cetila em substratos como hexano,
6leo de coco virgem e 6leo de coco bruto foi avaliado e comparado ao poder emulsificante do
Tween 40 e do Triton X-100 nos mesmo substratos, por serem considerados bons agentes
emulsificantes atuando como controle positivo do valor da atividade emulsificante. A
demonstracdo do decaimento da emulséo é observada na Tabela 17 para o Hexano, Tabela 18
para o Gleo virgem e na Tabela 19 para o 6leo de coco bruto. As relages centesimais entre a
altura da emulséo e a altura total, assim como a atividade emulsificante expressa em volume
de emulsificante necessario para estabilizar a emulsdo de 1% de fase hidrofobica durante 24h,
(AEao) estdo apresentadas no ANEXO 2, assim como também as fotografias referentes ao

experimento.
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De acordo com JACKISCH-MATSUURA et al. (2014) uma atividade emulsificante é
considerada como alta quando A é maior ou igual a 1,8 cm, moderada com se encontra entre 1
e 1,7 cm e baixa quando A é menor que 1 cm. Desta maneira é possivel obter informacdes
quantitativas e qualitativas do processo de emulsificacdo utilizando diferentes emulsificantes

e substratos.

Tabela 17. Demonstracdo do decaimento da emulsdo formada pelo Hexano/Tween 40,

Hexano/Triton X-100 e Hexano/palmitato de cetila incubados a 50°C

Altura emulsionada (A) (cm)

Hexano —
Emulsificantes

tempo (h) Tween 40 Triton X-100 Palmitato de cetila
0 51 4.5 1,8

0,5 0,8 4.5 0,4

1 0,4 4.5 0,3

24 0 0,1 0,3

Taxa de decaimento (cm/h) 0,00 0,02 0,17

Tabela 18. Demonstragdo do decaimento da emulsdo formada pelo Oleo de coco virgem

/Tween 40, Oleo de coco virgem /Triton X-100 e Oleo de coco virgem /palmitato de cetila

Oleo de coco virgem Altura emulsionada (A) (cm)

Emulsificantes

tempo (h) Tween 40 Triton X-100 Palmitato de cetila
0 5 6,2 4,7
0,5 5 6,2 4,1
1 5 6,2 3,5
24 3,8 3 2,5
Taxa de decaimento (cm/h) 0,76 0,48 0,53

Observa-se na Tabela 17 que depois de meia hora de incubacdo, a altura emulsionada
do Tween 40 e do palmitato de cetila decairam em mais da metade de sua emulsificacdo
inicial de 5,1 para 0,8 cm e de 1,8 para 0,4 cm, respectivamente, enquanto que o Triton X-100
permaneceu estavel por até 1h, decaindo depois de 24h de incubacdo de 4,5 para 0,1 cm.
Apesar de formar menos emulsdo, o palmitato de cetila é capaz de manté-la de maneira mais
eficaz quando comparado aos demais emulsificantes.

Partindo para uma analise qualitativa, inicialmente todos os emulsificantes testados
obtiveram uma atividade emulsificante considerada boa, porém com o decorrer do tempo, 0
Triton X-100 foi 0 que manteve a qualidade superior. O motivo para o decaimento da emulséo
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para todos os emulsificantes apds 24h de incubagdo se deve provavelmente a evaporagdo do
hexano, por estar incubado em uma temperatura proxima a do ponto de ebuli¢do (68°C).

Tabela 19. Demonstracdo do decaimento da emulsdo formada pelo Oleo de coco bruto/Tween

40, Oleo de coco bruto/Triton X-100 e Oleo de coco bruto/palmitato de cetila

Altura emulsionada (A) (cm)

Oleo de coco bruto Emulsificantes

tempo (h) Tween 40 Triton X-100 Palmitato de cetila
0 5 6,2 4,8
0,5 5 6,2 0,3
1 5 6,2 0,3
24 3,8 3,1 0,3
Taxa de decaimento (cm/h) 0,76 0,50 0,06

No que concerne ao potencial de aplicacdo do palmitato de cetila quando comparado
ao potencial de outro éster de cera, o oleato de oleila, produzido pela lipase Rhizopus sp.
(LOPES et al. 2011), o palmitato de cetila demonstra um maior potencial por manter a altura
emulsionada em 0,3 cm para os tempos de 1h e 24h enquanto que o oleato de oleina manteve
0,2 cm para ambos 0s tempos, porém incubado a temperatura ambiente. Tornando o palmitato
de cetila o éster mais apropriado para essa aplicacao.

Ja para a emulsificacdo do 6leo de coco virgem (Tabela 18), observa-se que o
palmitato de cetila demonstra um potencial emulsionante similar aos demais emulsificantes
testados, exibindo baixo decaimento demonstrando uma 6tima estabilidade de emuls&o.

LOPES et al. (2011) também relata a aplicacdo do oleato de oleina na emulsificacdo
de 6leos vegetais, no caso, 6leo de milho, demonstrando uma altura emulsionada de 0,4 cm
apos 1h e 0,1 cm apds 24h de incubacdo, enquanto que o palmitato de cetila apresentou 3,5
cm e 2,5 cm, respectivamente para a emulsificacdo do 6leo de coco virgem.

E finalmente, no que concerne a emulsificacdo do 6leo de coco bruto (Tabela 19), o
Tween 40 e o Triton X-100 demonstraram perfil similar ao demonstrado para a emulsificacdo
do 6leo de coco virgem (Tabela 18), porém o palmitato de cetila ndo foi capaz de manter o
mesmo perfil, devido a provavelmente a presenca de impurezas no sistema.

No entanto, analisando as fotografias expostas no ANEXO 2, observa-se que a
emulsdo formada pelo palmitato de cetila se comporta de uma maneira diferenciada quando
comparada aos demais emulsificantes, promovendo formagdes de cristais da regido
emulsionada, onde esse comportamento € caracteristico de emulsdes Pickering. Nesse tipo de

emulsdo, cristais de cera formam um filme estavel na superficie das goticulas da emulsé&o,
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proporcionando uma barreira esterica, estabilizando a emulsdo (ROUSSEAU et al., 2013 e
SZUMALA et al., 2016)

ROUSSEAU et al., (2013) prop6s dividir emuls@es Pickering em trés tipos diferentes,
dependendo do mecanismo de estabilizacdo. O tipo | € criado por particulas que cristalizaram
em torno das goticulas da fase dispersa. O tipo Il é descrito como uma emulsdo estabilizada
por nano ou microparticulas adsorvidas na interface. Finalmente, as emulsdes Pickering tipo
I11 consistem em uma camada cristalina muito mais espessa do que o correspondente diametro
das goticulas, circundando a gota e a mantendo em uma matriz cristalina.

Aplicando zoom e diminuindo a claridade na fotografia ilustrada no ANEXO 2, pode
se verificar a cristalizacdo da regido emulsionada com maior facilidade, onde é demonstrada

Figura 27.

Figura 27. Cristalizacdo da regido emulsionada pelo palmitato de cetila em 6leo de coco

virgem.

Apesar do grande potencial do palmitato de cetila apds apresentar a formacdo de
cristais, quando observamos as Tabelas 17, 18 e 19, nota-se que ha um decaimento na
emulsdo com o tempo. BINKS e ROCHER (2009) relatam a possibilidade de estabilizar
misturas Oleo-4gua usando particulas de cera isoladas, onde o efeito da temperatura foi
explorado cuidadosamente.

Quando as particulas de cera sdo pré-adsorvidas nas interfaces de gota de agua por
emulsdo a temperatura ambiente, apds subsequente aumento da temperatura, ha a um aumento
progressivo da sedimentacdo e coalescéncia a medida que as particulas se fundem e se
desovem, onde a faixa de temperatura sobre a qual isso ocorre é semelhante a da faixa de

fusdo das particulas isoladas (BINKS e ROCHER 2009). Isso explica o decaimento das
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emulsdes formadas pelo palmitato de cetila apds 24h, uma vez que as amostras foram
incubadas a 50°C, temperatura proxima ao ponto de fusdo do palmitato de cetila.

HODGE e ROUSSEAU (2003) reportam que a emulsdo a temperatura ambiente deu
origem a grandes cristais de cera, que foram ineficazes na estabilizacdo da emulsdo, porém
quando ocorreu a sua posterior a fusdo seguida de rapido resfriamento resultou em cristais de
cera menores, 0 que lhes permite localizar e mover facilmente na interface e formar uma
barreira estérica para evitar que as goticulas se juntem, fazendo com que houvesse uma rapida
cristalizacdo de particulas sélidas na fase de oleo, resultando na formacdo de sistemas de
emulsdo mais estaveis.

Desta maneira, abrem-se novas perspectivas para a aplicacdo do palmitato de cetila
para a formacdo de emulsGes mais estaveis do que as apresentadas nesta secdo, favorecendo o
desenvolvimento de processos mais benignos ao meio ambiente e menos onerosas, uma vez
que o palmitato de cetila € um éster de cera de dificil obtencdo na natureza sendo sintetizado

isoladamente por rota enzimética, em temperatura amena e utilizando menos acido palmitico.
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Capitulo 6

6. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho, que envolveu a otimizacdo do carregamento de

imobilizacdo por adsorcdo fisica da lipase Burkholderia cepacia (LBC) em aerogel e em

aerogel modificado com liquido i6nico, caracterizacdo bioquimica na hidrolise do azeite de

oliva, producdo de ésteres etilicos, produgdo de éster de cera (palmitato de cetila) e avaliacéo

do poder emulsificante do palmitato de cetila sintetizado permitiram as seguintes conclusdes:

Através dos estudos de isoterma e termodindmica dos biocatalisadores
imobilizados por adsorcdo fisica em Aerogel-Controle e em aerogel
modificado com liquido i6nico (Aerogel-LI), foi possivel observar que as
interacBes suporte/enzima no processo de adsorcdo sdo apenas fisicos e
reversiveis;

A interpretacdo dos modelos matematicos serviu de apoio no estudo
comportamental dos biocatalisadores quando aplicados em diferentes reagdes,
o Aerogel-Controle adsorve a LBC seguindo o modelo de Redlich-Perterson,
enguanto que o Aerogel-LI se comporta de acordo com Sips;

A saturacdo do suporte controle na imobilizacdo da LBC por adsorcéao fisica
ocorreu primeiro que a do suporte modificado com LI em decorréncia de sua
maior area superficial e volume de poro promovido pelo uso desse aditivo. A
partir disso, pode-se adotar o carregamento 6timo de imobilizacdo para
imobilizacdo da LBC no Aerogel-LI (337 mg/gsuporte) NO Aerogel-Controle e
(297 mg/gsuporte);

A modifica¢do do aerogel com liquido i6nico ndo alterou o pH de atuacdo do
bicatalisador na hidrélise do azeite de oliva, pois foi observado uma melhor
atuacdo no pH 7 e na temperatura de 40°C tanto para o biocatalisador
imobilizado em Aerogel-LI (BI-LI) como para o imobilizado em Aerogel-
Controle (BlI-Controle);

O BI-LI sofreu uma hiperativacéo devido a uma possivel purificagdo da lipase

imobilizada no suporte ap6s longos periodos de incubagdo em solucdo tampéo
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de baixa forca ibnica tornando o seu sitio ativo mais exposto. Enquanto que o
Bl-Controle e a lipase livre permaneceram inativos nesse intervalo de tempo;
A modificagdo com liquido idnico tornou o biocatalisador mais eficiente e com
maior afinidade com o substrato na reacdo de hidrolise do azeite de oliva
demonstrando uma maior velocidade maxima e menor constante de afinidade
(Vmax= 891,87 U/g e Kn= 214,26 mM) quando comparado com o Bl-Controle
(Vmax= 681,24 U/g e Kn= 296,43 mM);

No que concerne a sintese de ésteres de interesse industrial foram testadas a producéo

de esteres etilicos, objetivando uma perspectiva futura de aplicacdo em biocombustiveis,

assim como também na sintese de ésteres de cadeia saturada (cera) com possivel aplicacdo na

indUstria de cosméticos como emoliente;

A modificacdo do biocatalisador com liquido idnico proporcionou um melhor
potencial para ambas as aplicacGes, onde houve uma conversdo de ésteres
etilicos de 70% ap6s 144h a 40°C e de palmitato de cetila de 95-100% na
regido de trabalho otimizada de 41°C, 15h agitacdo 200 rpm e percentual de
biocatalisador de 14,8%m/m utilizando o biocatalisador imobilizado em
aerogel modificado com liquido ibnico com carregamento otimizado de LBC
(BI-LI-OTM);

O palmitato de cetila, éster de cera originado da esterificacdo do acido
palmitico com o alcool cetilico utilizando o BI-LI-OTM como biocatalisador,
foi produzido utilizando baixa temperatura € menor concentracdo de acido
palmitico, fazendo com que o processo se torne competitivo;

O poder emulsificante do palmitato de cetila foi testado e demonstrou um bom
potencial sem prévia purificacdo frente ao éleo de coco virgem a 50°C, além
disso, demonstrou formar emulsfes do tipo Pickering, abrindo novas

perspectivas de estudo e sua aplicacdo na industria de cosméticos.

Portanto, verificou-se nessa pesquisa a importancia do estudo de adsorcdo utilizando

varios modelos matematicos para melhor entendimento das interagcbes enzima/suporte,

fornecendo um apoio complementar para a explicagdes de demais fendmenos estudados neste

trabalho, impactando diretamente nas reacGes de hidrolise de azeite de oliva, na

transesterificacdo do 0leo de coco bruto com o etanol e também na esterificacdo do acido

palmitico e &lcool cetilico.
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Capitulo 7

7. TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade e complementar o estudo realizado, sugere-se

e Realizar testes com outros tipos de imobilizacdo, como a ligagdo multipontual,

e Realizar delineamento experimental para otimizacdo do processo de producdo de
ésteres éticos;

e Testar a emulsificacdo do palmitato de cetila em diferentes temperaturas

e Testar a emulsificacdo na interface dleo/agua;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do palmitato de cetila frente a microorganismos de

diferentes niveis tréficos;
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ANEXOS

ANEXO 1

Nesta sessdo de anexos serdo apresentadas informacdes suplementares referente a
transesterificacdo do 6leo de coco bruto utilizando o biocatalisador imobilizado aerogel
modificado com liquido idnico no carregamento otimizado de lipase Burkholderia cepacia
(BI-LI-OTM), assim como também a reacdo nas mesmas condicdes sem a presenca do

biocatalisador.

Tabela A.1.1. Composicdo do Oleo de coco bruto utilizado para as reacGes de
transesterificacdo realizadas pelo BI-Controle, BI-LI e BI-LI-OTM para a obtencéo de ésteres

etilicos
Pico tempo de retencdo (min) Acido Graxo Formula
1 5,91 Caproico CeH1202
2 8,16 Caprilico CsH1602
3 11,04 Céprico C10H2002
4 13,98 Laurico C12H2402
5 16,748 Miristico C14H2502
6 19,302 Palmitico C16H3202
7 19,73 Heptadecanoato de Metila*  CisH3602
8 21,729 Linoleico C18H320>
9 21,786 Oleico C18H3402
10 22,121 Estearico C18H3602
12 22,526 Lignocérico Co4H150>

* Padrao Interno

sae (1,000,000)
ITIC (6.00)

3 53$IM55.00(7.12)
I1:59.00 (12.63)
7500 (33.51)

3038M1:38.00 (100.00)
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Figura A.1.1. Cromatograma em modo SIM de quantificacdo dos ésteres etilicos para 6leo de

coco bruto e etanol (1:7) ap6s 144h de reagdo em batelada & 40°C sem biocatalisador.
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Figura A.1.2. Cromatograma em modo SIM de quantificacdo dos ésteres etilicos para éleo de

coco bruto e etanol (1:7) ap6s 144h de reacdo em batelada a 40°C utilizando o BI-LI-OTM.
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ANEXO 2

Nesta sessdo de anexos, serdo listadas informacdes suplementares referente ao teste de
potencial emulsificante do palmitato de cetila sintetizado utilizando o biocatalisador
imobilizado aerogel modificado com liquido i6nico no carregamento otimizado de lipase
Burkholderia cepacia (BI-LI-OTM).

Tabela A.2.1. Avaliacdo da atividade emulsificante do Tween 40 e Triton X-100 utilizados
como controle de qualidade e do palmitato de cetila frente Hexano, Oleo de coco Virgem e

Bruto, sendo considerada alta quando (A> 1,8 cm), moderada (1cm<A<1,7 cm) e baixa (A<l

cm).
Altura
Altura Total  Emulsionada E (%) AEao (UE/Q)
Substrato Amostra
(cm) (A) (cm)
05h 1h 24h 05h 1h  24h 05h 1h 24h
Tween 40 51 08 04 O 15,7 7,8 0 7,6 3.8 0
Triton X-100 4,5 45 45 01 1000 1000 22 485 485 11
Hexano .
palmitato de
. 5,0 04 03 03 8,0 6,0 6,0 39 29 29
cetila
Tween 40 5,0 50 50 38 1000 1000 76,0 485 485 36,8
Oleo de Triton X-100 6,2 6,2 6,2 30 100,0 1000 484 485 485 235
coco virgem palmitato de
) 4,7 41 35 25 872 745 532 423 361 258
cetila
Tween 40 5,0 50 50 38 1000 1000 76,0 485 485 36,8
Oleo de Triton X-100 6,2 62 62 31 100,0 1000 50,0 485 485 2472
coco bruto  palmitato de
4,8 03 03 03 6,3 6,3 6,3 3,0 30 30

cetila
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; ! i

Tempo 0,5h

Figura A.2.1. Testes para atividade emulsificante utilizando Hexano como substrato e Tween

40 como emulsionante

Figura A.2.2. Testes para atividade emulsificante utilizando Hexano como substrato e Triton
X-100 como emulsionante.

Bl

Tempo Oh Tempo 0,5h Tempo 24h

Figura A.2.3. Testes para atividade emulsificante utilizando Hexano como substrato e

palmitato de cetila como emulsionante.
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Figura A.2.4. Testes para atividade emulsificante utilizando 6leo de coco virgem como
substrato e Tween 40 como emulsionante.

Tempo Oh Tempo 0,5h Tempo 1h Tempo 24h

Figura A.2.5. Testes para atividade emulsificante utilizando 6leo de coco virgem como
substrato e Triton X-100 como emulsionante.
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Figura A.2.6. Testes para atividade emulsificante utilizando 6leo de coco virgem como
substrato e palmitato de cetila como emulsionante.
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Figura A.2.7. Testes para atividade emulsificante utilizando 6leo de coco bruto como
substrato e Tween 40 como emulsionante.
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Figura A.2.8. Testes para atividade emulsificante utilizando 06leo de coco bruto como
substrato e Triton X-100 como emulsionante.
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Figura A.2.9. Testes para atividade emulsificante utilizando 06leo de coco bruto como
substrato e palmitato de cetila como emulsionante.
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