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RESUMO

Silica de casca de arroz foi extraida por um processo termoquimico e funcionalizada
com trietoxi(octil)silano (OCTES) para a preparagdo de um suporte hidrofébico (Octil—
SiO2) para ser usado na imobilizacéo de lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL)
via ativacao interfacial. Diferentes técnicas tais como distribuicdo de tamanho de par-
ticula, difracdo de Raio-X (DRX), andlise termogravimétrica (ATG), microscopia ele-
tronica de varredura (MEV), microscopia de forca atbmica (MFA), fisissorcao de N2 e
adsorcao de corante Rosa de Bengala (teste de hidrofobicidade) foram realizadas na
qual confirmaram a sua funcionalizac&o. O efeito de importantes parametros como pH
de incubacéao, temperatura, carregamento inicial de proteina e tempo de contato no
processo de adsorcao da enzima e propriedades cataliticas dos biocatalisadores pre-
parados foi avaliado. De acordo com os resultados obtidos, a funcionalizagdo melho-
rou a capacidade de adsorcédo do suporte. Nas condi¢des 6timas de adsorcao (pH 5,0
tampéao acetato de sédio 5 mM, 25°C e 150 min de incubac¢éo), maxima concentracao
de proteina imobilizada de 21,9 + 0,1 mg/g de suporte foi observado. O biocatalisador
preparado exibiu méaxima atividade na hidrélise de azeite de oliva emulsificado de
630,3 + 5,8 Ul/g. A adsorcao de LTL em Octil-SiO2 foi um processo espontaneo e de
fisissorcao (—20,4 kd/mol < AG < —-7,6 kJ/mol). Os dados experimentais de adsor¢cao
foram bem ajustados ao modelo de isoterma de Langmuir (R? = 0,9952). A atividade
catalitica do biocatalisador preparado em reacdes em meio orgéanico foi também ava-
liada na sintese de ésteres cetilicos (octanoato de cetila, estearato de cetila e oleato
de cetila) por reacdo de esterificacdo em meio de hexano. A sintese de estearato de
cetila, éster selecionado neste estudo, foi otimizada empregando um delineamento
composto central rotacional (DCCR). Nas condicfes 6timas de reacao (64°C, concen-
tracédo de biocatalisador 21% m/v, 170 rpm e razao equimolar acido:alcool — 1:1), ma-
xima porcentagem de conversdo da ordem de 90% foi observado ap6s 60 min de
reacdo. Apos 9 ciclos sucessivos de reacao, o biocatalisador reteve 90% de sua ativi-
dade inicial. Estes resultados mostram a promissora aplicacdo do suporte preparado
em adsorcao de lipase e aplicacdo em biocatalise (reacdes de hidrdlise e esterifica-

céo).



Palavras-chave: Silica de casca de arroz. Funcionalizacdo. Lipase. Adsorgdo. Sin-
tese de biolubrificante.



ABSTRACT

Rice husk silica (RHS) has been extracted by a hydrothermal process and functionali-
zed with triethoxy(octyl)silane (OCTES) to produce a hydrophobic support (Octyl—
SiO2) to be used in the immobilization of lipase from Thermomyces lanuginosus (TLL)
via interfacial activation. The support was characterized by particle size, X-ray diffrac-
tion (XRD), thermogravimetric analysis (TGA), scanning electronic microscopy (SEM),
atomic force microscopy (AFM), elemental analysis (CHN), N2 physisorption analysis
and Rose Bengal dye adsorption, thus confirming their functionalization. Effect of pH,
temperature, initial protein loading and contact time on the adsorption process has
been systematically evaluated. According to results, RHS functionalization improved
the TLL adsorption capacity. Under optimal conditions (5 mM buffer sodium acetate
pH 5.0, 25 °C and 150 min of incubation), maximum immobilized protein loading of
21.9 £ 0.1 mg/g of support was observed. Maximum catalytic activity in olive oil emul-
sion hydrolysis was 630.3 + 5.8 IU/g. TLL adsorption was a spontaneous and phy-
sisorption process (—20.4 kdJ/mol < AG < -7.6 kJ/mol). Experimental data on Octyl—
SiO2 adsorption were well-fitted to Langmuir isotherm model (R? = 0.9952). It was also
examined whether these biocatalysts could synthesize cetyl esters (cetyl octanoate,
cetyl estearate and cetyl oleate) via esterification reaction. It was found that cetyl stea-
rate synthesis required a reaction time of 100-110 min to attain maximum conversion
percentage. Cetyl estearate synthesis was optimized using a central composite rota-
table design (CCDR). Under optimal experimetal conditions (64 °C, biocatalyst con-
centration of 21% m/v, 170 rpm and acid:alcohol equimolar ratio — 1:1), maximum ester
conversion percentage of around 90% after 60 min of reaction was observed. After
nine successive cycles of reaction in a batch system, the biocatalyst retained 90% of
its original activity. These results show the potential application of the support obtained
in lipase immobilization and its use as biocatalyst in hydrolysis and esterification reac-

tions.

Keywords: Rice husk silica. Functionalization. Lipase. Adsorption. Biolubricant

synthesis.
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1 INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo um grupo versatil de
enzimas que catalisam uma série de reacfes em sistemas aquoso e nao-aquoso
como hidrélise, esterificagcdo, transesterificacdo e interesterificacdo (KAPOOR et al.,
2012). Estas enzimas tém sido utilizadas na producdo de importantes ésteres como
biodiesel, aromas e fragrancias, emulsificantes, ceras e lipideos estruturados (FER-
NANDEZ-LAFUENTE, 2010; KAPORR et al., 2012). A aplicagéo destas enzimas em
escala industrial, principalmente na industria oleoquimica, requer a imobilizagdo em
suportes soélidos que facilita a sua separacdo do meio de reacao e permite seu reuso.
Além disso, a estratégia de imobilizacdo aumenta a estabilidade térmica destas enzi-
mas por incubac@o em solventes organicos e melhora a atividade catalitica em meios
nao aquosos (ADLERCREUTZ, 2013; ZHAO et al., 2015). Neste sentido, diferentes
protocolos de imobilizacdo, como adsorcao, encapsulacéo, ligacao cruzada e ligacao
covalente em suportes ativados tém sido utilizados na preparacao de biocatalisadores
heterogéneos (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; KAPORR et al., 2012). O protocolo
mais comum de imobilizacdo na estabilizacdo de lipases de diferentes fontes é ainda
a adsorcao fisica em suportes hidrofébicos (mecanismo de ativacdo interfacial em su-
perficies hidrofébicas) devido ao seu baixo custo, facil operacéo, requerimento de con-
dicdes brandas (baixa forca idnica e temperatura ambiente), facil regeneracdo do su-
porte apos a inativacdo da enzima utilizando agentes de dessor¢cdo como guanidina e
tensoativos (KAPOOR et al., 2012; ZHAO et al., 2015).

Uma variedade de suportes (naturais e/ou sintéticos e/ou organicos ou inor-
ganicos) tem sido aplicada com sucesso na preparacéo de biocatalisadores heterogé-
neos via adsorcao fisica de lipases. Entre eles, materiais inorganicos (suportes a base
de silica, alumina, titanio, zircbnia, ceramicas, particulas magnéticas, etc.) tém atraido
grande atencédo devido as suas importantes caracteristicas como alta estabilidade em
solventes organicos, facil funcionalizacdo com uma grande variedade de compostos
(como agentes silanos ou liquidos i6nicos), elevada area superficial e diametro de
poro e excelentes propriedades mecéanicas que permitem aplica-los em uma grande
faixa de condicdes experimentais (HOMAEI et al., 2013; GHOLAMZADEH et al., 2017;
ZUCCA et al., 2014). Materiais como silica e vidro de porosidade controlada tém sido
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0S suportes inorganicos mais preferidos na preparacao de biocatalisadores via adsor-
cao fisica de lipases (ZUCCA et al., 2014). Estes suportes podem ser adquiridos co-
mercialmente por diferentes companhias no mercado internacional (ex. Sigma-Aldrich
e Chiral Vision, etc.), sintetizados utilizando a técnica sol-gel com diferentes precurso-
res silanos ou preparados por meio de processos termoquimicos utilizando residuos
do setor agroindustrial como bagaco de cana de agUcar, cascas de arroz, entre outros
(CARVALHO et al. 2015; LIMA et al., 2015 SINGH et al., 2014 RAO et al. 2012; VAI-
BHAYV et al., 2015; VESCOVI et al., 2016; 2017).

Silica obtida a partir de residuos agroindustriais, especialmente da casca do
arroz, tem sido aplicada como suplemento para a producdo de concreto, preparacéo
de nanocompdsitos dentarios, adsorvente na remocédo de poluentes encontrados em
rejeitos industriais (corantes, ions e COz2) (Cui et al., 2017; MOR et al., 2016; ZHANG
et al.,, 2017), producéo de materiais de baterias e supercapacitores devido ao seu
baixo custo, excelentes propriedades fisico-quimicas e facil acessibilidade em varios
paises ((LIU et al., 2015; SHEN, 2017). Por outro lado, a sua aplicagcdo como potencial
suporte na preparacao de biocatalisadores ativos e estaveis por imobilizacao de lipase
ainda é pouco relatado na literatura especializada (ZAINALABIDIN et al., 2015).

A producéo brasileira de arroz em 2017/2018 ser& de 8 milhdes de toneladas
(WORLD RICE PRODUCTION 2017/2018, 2017). A casca do arroz constitui cerca de
20% m/m dos graos de arroz e sua producdo esta estimada em 1,6 milhdes de tone-
lada o que sera um grande problema ambiental para o pais (MAYER et al. 2015).
Portanto, € necessario encontrar aplicacdes promissoras do ponto de vista industrial
para este importante residuo brasileiro. Neste contexto, o objetivo geral deste estudo
consistiu na preparacéo, funcionalizacdo, caracterizacdo e aplicacdo para estas par-
ticulas de SiO2 oriundas da casca do arroz como suporte para imobilizacdo da lipase
de Thermomyces laniginosus (LTL) via adsorcéo hidrofébica. Neste trabalho, LTL foi
selecionada como lipase modelo devido a sua alta atividade em ambos ambientes
aguoso (hidrélise de ésteres) e ndo-aquoso (sintese de ésteres) (ALVES et al., 2017;
MIRANDA et al., 2014;).

Levando em consideracao estes aspectos, o0 objetivo geral do projeto foi alcan-

cado mediante a execuc¢do das seguintes etapas:

a) Preparacao de SiO:2 a partir da casca de arroz via processo hidrotérmico

e funcionaliza¢do com trietoxi(octil)silano (OCTES) — Octil-SiOz;
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b) Caracterizacao das propriedades fisico-quimicas do suporte nédo funcio-

nalizado e funcionalizado por diferentes técnicas;

C) Imobilizacdo de LTL em Octil-SiO2 e avaliagéo da influéncia importantes
fatores no processo de adsorcao — Estudos de isoterma e mecanismo de ad-

Sor¢ao;

d)  Aplicacdo dos biocatalisadores preparados na sintese de ésteres de ce-

tila via reacdo de esterificacdo em meio com solvente organico.

e) Otimizacdo da sintese do estearato de cetila por delineamento central

composto rotacional (DCCR);

f) Teste de estabilidade operacional do biocatalisador preparado na sin-
tese do éster apds sucessivos ciclos de reacdo nas condi¢cdes experimentais

previamente otimizadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lubrificantes

Durante os 10 ultimos anos, o mercado global de lubrificantes tem sofrido
mudancas dramaticas. A demanda mundial por lubrificantes tem chegado aproxima-
damente a 35 milhdes de toneladas por ano desde 1991. Uma estimativa de consumo
em 2016 foi que 39,4 milhdes de toneladas foram consumidos em todo mundo, sendo
que 56% foram lubrificantes automotivos, 32% lubrificantes industriais e 12% em pro-
cessamento de Oleos (http://portallubes.com.br). A projecdo de crescimento até 2022
esta para 43,87 milhdes de toneladas com uma taxa anual de crescimento estimada

em 2,4% ao ano (http://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/lubricants-

market). Um interesse significativo tem sido voltado para melhorar o meio ambiente,
a confiabilidade, durabilidade e eficiéncia energética nas industrias em geral. Desen-
volver novas solucdes tecnoldgicas, como a introducdo de materiais leves, combusti-
veis menos nocivos, combustdo controlada de combustivel e gases de escape mais
eficientes apds o tratamento, sdo possiveis meios para diminuir os problemas ambi-
entais trazidos por veiculos e maquinas (GERBIG et al., 2004). Reduzir o desgaste e
a friccdo € um elemento chave para diminuir as perdas de energia, particularmente
nos motores e trens. Os 6leos minerais tém sido usados como lubrificante nos motores
a combustao por um longo tempo. No entanto, como produto da destilacéo de petroleo
bruto, 6leos minerais s6 podem ser usados enquanto o petrdleo bruto estiver disponi-
vel. Além disso, a eliminacéo de 6leos minerais leva a poluicdo de ecossistemas aqu-
aticos e terrestres (SSEMPEBWA et al., 2009).

O aumento dos precos do petrdleo, o esgotamento da reserva de petréleo
bruto no mundo e a demanda para proteger o meio ambiente contra poluicdo causada
por 6leos lubrificantes e seu derramamento descontrolado, tem renovado o interesse
no desenvolvimento de lubrificantes alternativos. Os 6leos biolubrificantes sédo perce-
bidos como alternativas aos 6leos minerais porque eles possuem certas propriedades
técnicas naturais e sédo biodegradaveis. Comparado com 6leos minerais, a base de

Oleo vegetal, os biolubrificantes apresentam geralmente alta lubricidade, alto indice
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viscosidade, elevado ponto de fulgor e baixas perdas evaporativas (ALVES et al.,
2013; NAGENDRAMMA et al., 2012).

As lubrificacdes podem ser obtidas a partir de biolubrificantes devido as suas
cadeias de acidos graxos de cadeia longa e a presenca de grupos polares na estrutura
do 6leo vegetal (ATABANI et al., 2013; QUINCHIA et al., 2014). O principal propésito
da lubrificagdo é reduzir o desgaste e o calor resultantes do contato entre as superfi-
cies em movimento, que nada mais é do que reduzir o coeficiente de friccdo entre
duas superficies de contato, prevenir a ferrugem e o nivel de oxidacéo, atuar como
isolador em aplicacdes de transformacao e atuar como um isolante contra sujeiras, p6
e agua. Um lubrificante € uma substancia que reduz a friccdo e o desgaste pelo pro-
vimento de um filme protetor entre duas superficies em movimento e a lubrificacédo
ocorre quando duas superficies sdo separadas por um filme lubrificante. Lubrificantes
estdo disponiveis nas formas liquida e sélida, sendo que um bom lubrificante exibe as
seguintes caracteristicas: alto indice de viscosidade, alto ponto de ebulicéo, estabili-
dade térmica, baixo ponto de congelamento, capacidade de prevenir corrosdo e alta
resisténcia a oxidacao.

Oleo vegetal pode ser obtido a partir de sementes oleoginosas que estio dis-
poniveis através do mundo todo. Segundo relatos, 350 culturas oleoginosas estao
disponiveis em todo o mundo. O 6leo vegetal pode ser comestivel e ndo-comestivel.
Exemplos incluem o jatoba, karanja, neem, farelo de arroz, colza, castor, linhaca, ma-
hua, palmeira, girassol, coco, soja, azeitona e canola (Shahabuddin et al., 2013; Ong
et al., 2011). Muitas pesquisas tém apontado o 6leo vegetal como combustivel de
motor, mas poucas tem apontado 6leos vegetais como base para lubrificantes de mo-
tores automotivos. Nas ultimas décadas inumeras pesquisas tem discutido o uso de
biolubrificantes como alternativa em aplica¢cdes automotivas. Entretanto, poucas des-

tas pesquisas tem analisado e revisado estes biolubrificantes.

2.2 Biolubrificantes

Os biolubrificantes sé&o oriundos de plantas como palmeiras, soja, girassol,

colza e coco (KUMAR et al., 2011). Biolubrificantes também podem ser feitos de és-
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teres sintéticos e Oleos de petrdleo que satisfacam critérios estabelecidos de biode-
gradabilidade e toxicidade. S&o geralmente considerados como lubrificantes com alta
biodegradabilidade, bem como baixa toxicidade humana e ambiental.
Biodegradabilidade é a capacidade de um material ser degradado por micror-
ganismos. A biodegradabilidade é diretamente influenciada pelo 6leo base dos lubri-
ficantes e depende da composicdo quimica do composto, que varia durante a sua
aplicacao. Isso significa que quando o lubrificante € submetido a fatores como ar, tem-
peratura, metais, umidade e presséo, sua composicdo quimica pode ser alterada. Os
produtos baseados em Oleos vegetais sdo 0os que melhor atendem os requisitos de
lubrificantes ambientalmente compativeis. A sua biodegradabilidade resulta da de-
composicdo por micro-organismos em produtos nao téxicos (CO2 e agua). Depen-
dendo da rota de producéo escolhida para obtencdo de um biolubrificantes, pode-se
atender com mais eficiéncia os requisitos ambientalmente favoraveis para o ecossis-

tema.

2.3 Rotas de producao de ésteres sintéticos

Esteres sdo importantes compostos quimicos, atuando como intermediarios
na sintese de medicamentos, plastificantes, lubrificantes, cosméticos e farmacos
(CHOWDHURY et al., 2014; LAGE et al., 2016; VESCOVI et al., 2017; WANG et al.,
2012). Os ésteres sintéticos sdo substancias que apresentam uma combinacdo de
excelente desempenho técnico com propriedades ecoldgicas satisfatorias por se tra-
tarem de compostos de facil degradacao, além de possuirem baixa toxicidade aqua-
tica. Além disso, conferem alta estabilidade quimica as moléculas quando compara-
dos aos ésteres de glicerol, por exemplo, por apresentarem ao menos um atomo de

carbono quaternario em sua cadeia.

2.3.1 Obtencéo de ésteres via catalise quimica

Na producédo de ésteres simples a partir de alcoois de cadeia curta, como

metanol, etanol ou butanol e triglicerideos de origem natural, os catalisadores mais
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utilizados séo hidréxido de sédio ou potassio, hidroxidos e alcoxidos de metais, car-
bonatos, acetatos e diferentes acidos, por meio de reacdes de esterificacao (Figura 1)

ou transesterificacédo (Figura 2).
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Figura 2 - Reacgdo de transesterificacdo de um éster e um alcool.

Fonte: Do autor.

Uma producdo economicamente viavel de ésteres em escala industrial deve
atender, no minimo, aos seguintes critérios: bom rendimento, poucos subprodutos,
balanco energético favoravel, pequeno impacto no meio ambiente e simplicidade. En-
tretanto, apenas poucos dentre os inUmeros processos publicados na literatura espe-
cializada, de fato, atendem a esses requisitos (LAMSA, 1995).

A transesterificacdo é o processo que utiliza um alcool (como metanol ou eta-
nol) na presenca de um catalisador (como hidroxido de sodio ou de potassio) para
quebrar quimicamente a molécula do 6leo vegetal em seus ésteres metilico ou etilico,
com glicerina como subproduto. O 6leo vegetal transesterificado € chamado de biodi-
esel, devido ao seu uso como combustivel para motores a diesel. Um grande nimero
de reacdes de transesterificacdo tem sido reportado com alcoois como metanol, etanol
e isopropanol, para a obtencdo de ésteres de usos comerciais como biodiesel, cos-
méticos e lubrificantes (ANAND et al., 1998). As poucas reacdes de transesterificacéo
reportadas utilizando &lcoois superiores com 8 a 14 carbonos se déo para a produgao
de lubrificantes.

Os mais usualmente utilizados para produzir 6leos lubrificantes resultam da
reacdo de 4cidos carboxilicos e &lcoois de cadeia longa, compostas por oito ou mais

atomos de carbono (CHOWDHURY et al., 2014). O grupo éster apresenta efeito direto
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nas propriedades fisicas dos lubrificantes, atuando principalmente na reducgéo da vo-
latilidade (DORMO et al., 2004).

A maior parte dos ésteres de alcoois superiores € obtida por um processo em
duas etapas. Na primeira etapa, o 6leo vegetal € hidrolisado ao seu acido graxo cor-
respondente por uma variedade de métodos. Os 4cidos graxos sdo, entdo, esterifica-
dos, em uma segunda etapa, com o alcool correspondente. Ou seja, esse processo
consiste em consecutivas reacdes reversiveis nas quais o triglicerideo é convertido
passo a passo em diglicerideo, monoglicerideo e, finalmente, libera uma molécula de
glicerol. Em cada passo desse processo, é obtido um 1 mol de éster de 4cido graxo.
As reacdes de esterificacdo e transesterificacdo podem ser catalisadas por &cidos,
bases e também por enzimas (AKERMAN et al., 2011; GRYGLEWICZ et al., 2013;
TAKISAWA et al., 2013). O processo de obtencao de biolibrificantes por reacfes ca-
talisadas por enzimas, vem se tornando cada vez mais interessante do ponto de vista
ambiental, e por consequéncia, também chamando a atencdo dos processos industri-
ais, pois auxilia o setor industrial no combate a poluicdo ambiental, além de outras

vantagens no processo produtivo.

2.3.2 Obtencao de biolubrificantes via catalise enzimética

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando gradati-
vamente, principalmente nas areas de engenharia de proteinas e enzimologia em
meios reacionais ndo convencionais, as quais ampliaram consideravelmente o poten-
cial de aplicagédo das enzimas como catalisadores em processos industriais. Entre os
processos de maior interesse estao as reacdes de hidrdlise, sintese e interesterifica-
cao de lipideos, catalisadas por lipases. As razdes do enorme potencial biotecnoldgico
dessa enzima incluem fatos relacionados com sua alta estabilidade em solventes or-
ganicos; o fato de nédo requerer a presenca de cofatores e por possuir uma larga es-
pecificidade pelo substrato e exibir uma alta enantiosseletividade (BONDIOLI, 2005;
LINDEMANN et al., 2012; WHITBY, 2015). O reconhecimento dessas vantagens tem
proporcionado um aumento consideravel na producdo e comercializacéo de lipases,
resultando no desenvolvimento de tecnologias alternativas consistentes para utiliza-

¢&o no setor industrial.
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Lubrificantes e sua produg&o necessitam ser ambientalmente modificados e
um alto nivel é requerido para estas producdes. O ambiente precisa ser protegido
contra a poluicdo causada pelos lubrificantes a base de petréleo, ja que aproximada-
mente 50% dos lubrificantes vendidos pelo mundo terminam no meio ambiente na
forma gasosa (volatilizac&o), derramamentos e perdas nas aplicagbes em geral. Em
adicdo, alta qualidade tecnolégica € exigida no desenvolvimento destes produtos.

Apoés a 22 Gerra Mundial, o desenvolvimento de fluidos a base de éster de
elevado desempenho foi intimamente associada ao desenvolvimento da turbina a gas
da aviag&o. Esters sintéticos foram aumentando significativamente sua popularidade
como lubrificantes a base de 6leo devido as suas propriedades técnicas superiores,
como sua alta qualidade, a auséncia de toxidade, sua excelente biodegradacéo e sua
sintese ndo baseada no petréleo (LAMSA, 1995).

Diferentes ésteres sdo considerados de grande importancia na vida cotidiana.
Produtos naturais, tais como triglicerideos, fosfolipideos, esterodides, aromatizantes e
fragrancias, apresentam em comum uma ligacdo éster, apesar das diferentes propri-
edades fisicas e diversas estruturas quimicas que possuem (VULFSON, 1994). Um
desenvolvimento relativamente novo e promissor na producao de 6leos lubrificantes
biodegradaveis e aditivos que fazem uso de esterificacdo enzimatica com lipase como
catalisador tem sido sugerido desde o final da década de 1990 (KOBAYASHI et al.,
2004).

A producao de ésteres sintéticos a partir de fontes renovaveis tem sido reali-
zada com a aplicacéo de catalisadores homogéneos e heterogéneos (AKERMAN et
al., 2011; BRESSANI et al., 2015 NAGENDRAMMA et al., 2012; LAGE et al., 2016).
Do ponto de vista industrial, catalisadores heterogéneos sdo mais atrativos devido a
maior facilidade de recuperacao e baixa geracéo de residuos quimicos (BORGES et
al., 2012). Dentre eles, a aplicacdo de lipases imobilizadas como catalisador hetero-
géneo tem-se mostrado bastante promissor em funcédo da alta atividade, especifici-
dade para substratos naturais e sintéticos e requerimento de condi¢des brandas de
reacdo (ADLERCREUTZ, 2013; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). Além disso, a sin-
tese enzimatica de ésteres evita a formacdo de componentes de coloracdo escura
produzidos em reacOes empregando catalisadores CLheterogéneos acidos, como re-
sina funcionalizada com acido sulfénico que exigem etapas subsequentes de purifica-

¢édo como branqueamento e desodorizagao (Akerman et al., 2011).
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A sintese enzimética de ésteres lubrificantes tem sido preferencialmente con-
duzida em meio organico, em sistema com ou sem solvente (AKERMAN et al., 2011,
BASSI et al., 2016; BRESSANI et al., 2015; GRYGLEWICZ et al., 2013; LAGE et al.,
2016). Nestas condicdes, uma forte interacdo enzima/suporte ndo € necessaria devido
a insolubilidade da enzima neste meio. Deste modo, a adsorcao fisica em suportes
altamente hidrofébicos é um protocolo adequado para imobilizar lipases (Adlercreutz,
2013; Bassi et al., 2016; Lage et al., 2016). Estas enzimas sao imobilizadas por inte-
racao reversivel da zona hidrofébica da “tampa” e da area hidrofébica proxima aos
seus sitios ativos com a superficie dos suportes (mecanismo de ativacao interfacial).
Eles reconhecem estes suportes como semelhantes aos seus substratos naturais (go-
ticulas de 6leo) (ADLERCREUTZ, 2013; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).

Este protocolo de imobilizacdo pode promover ainda a hiperativacao, purifi-
cacao (adsorcao seletiva da enzima) e estabilizacdo de lipases em conformacgéao
aberta. Além disso, estes suportes podem ser reutilizados apés a inativacao da molé-
cula de lipase por dessorcéo utilizando varios produtos quimicos (detergentes, guani-
dina, etc.) (BASTIDA et al., 1998; CABRERA et al., 200; FERNANDEZ-LORENTE et
al., 2008). O mecanismo de ativacao interfacial de lipases em superficies hidrofébicas
€ mostrado na Figura 3.
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Figura 3 - Mecanismo de ativacéo interfacial de lipases em suporte hidrofobicos.

Fonte: Do autor.

2.4 Lipases
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As lipases sédo enzimas classificadas como hidrolases e atuam sobre a ligacao
éster de varios compostos, sendo os acilgliceréis seus melhores substratos (JAEGER
et al., 1998). SGo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir
de fontes animais, vegetais e microbianas (KAZLAUSKAS et al., 1998). Inicialmente,
eram obtidas a partir de pancreas de animais e usadas como auxiliar digestivo para
consumo humano (KAZLAUSKAS et al., 1998; VULFSON, 1994). Em func&o do baixo
rendimento do processo fermentativo, as lipases microbianas tinham também um
custo bem mais elevado quando comparado com outras hidrolases, como proteases
e carboxilases. Entretanto, os recentes avancos registrados na tecnologia do DNA tém
permitido aos fabricantes de enzimas colocar no mercado lipases microbianas com
atividade bem elevada, a um custo bem mais acessivel (VULFSON, 1994). Atual-
mente, lipases microbianas sédo produzidas por diversas industrias, como Novozymes,
Amano, Gist Brocades, entre outras. Dependendo da fonte, as lipases podem ter
massa molecular variando entre 20 a 75 kDa, atividade em pH na faixa entre 4 a 9 e
em temperaturas variando desde a ambiente até 70 °C. As lipases sdo usualmente
estaveis em solucfes aquosas neutras a temperatura ambiente apresentando, em sua
maioria, uma atividade 6tima na faixa de temperatura entre 30 e 40°C. Contudo, sua
termoestabilidade varia consideravelmente em funcdo da origem, sendo as lipases
microbianas as que possuem maior estabilidade térmica (KAZLAUSKAS et al., 1998;
VULFSON, 1994).

O sitio ativo da lipase é formado por uma triade catalitica constituida pelos ami-
nod&cidos: serina, acido aspartico (ou glutamico) e histidina. As reacdes lipoliticas ocor-
rem na interface agua-lipideo e o fenébmeno mais conhecido originado de estudos ci-
néticos recentes de reacdes lipoliticas é a "ativacao interfacial”", que relaciona o au-
mento da atividade da lipase em funcdo de substratos insoluveis, que formam emul-
sdo. Lipases, diferentemente das esterases, sdo definidas como carboxilesterases
gue atuam em substratos emulsificados (JAEGER et al., 1998).

As lipases catalisam uma série de diferentes reacdes. Além de quebrar as liga-
cOes de éster de triacilglicerdis com o consumo de moléculas de agua (hidrélise), as
lipases sdo também capazes de catalisar a reacéo reversa sob condicdes micro aquo-
sas, como por exemplo, a formacgéo de ligacOes éster, a partir de um alcool e acido

carboxilico (sintese de éster) (YAHYA et al., 1998). Estes dois processos basicos po-
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dem ser combinados numa sequéncia l6gica para resultar em reacdes de interesteri-
ficacdo (acidodlise, alcodlise) e transesterificacdo, dependendo dos reagentes de par-
tida utilizados na reacao.

A LTL é a enzima termoestavel responsavel pela atividade lipolitica da
Lipolase®, uma preparagdo comercial de lipase soluvel fornecida pela Novozymes, e
é também disponivel em forma imobilizada (Lipozyme TL IM®). Lipolase® é produzido
por uma cepa geneticamente modificada de Aspergillus oryzae (CHRISTENSEN et
al., 2003; PENG et al., 2002). E utilizada na modificac&o, hidrélise e transesterificacéo
de 6leos e gorduras, esterificacdo de 4cidos graxos, aciddlise ou interesterificacdo de
Oleos, resolucao de misturas racémicas, dentre outras (Fernandez-Lafuente, 2010). A
LTL é constituida por uma Unica cadeia de 269 residuos de aminoacidos, massa mo-
lecular de 31.7 kDa, ponto isoelétrico (pl) de 4.4, estavel na faixa de 20 a 50°C e com
atividade méaxima em pH em torno de 9.0 (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). A alta
estabilidade da lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL) tem permitido o uso desta
enzima na maioria dos meios reacioanais disponiveis, desde o meio bifasico (com
solvente organico) e o meio livre de solvente (DOMINGUEZ DE Maria et al, 2009).
Dentre 0s processos que podem ser catalisados por esta enzima, a sintese de ésteres
€ 0 processo mais realizado. Ao contrario das reacfes baseadas em alcalis e acidos,
os produtos podem ser facilmente coletados e separados. O uso destas enzimas como
catalisadores heterogéneos (imobilizadas em suportes hidrofébicos) possibilitam o
seu reciclo e a sua reutilizacdo nos processos, podendo até operar de modo continuo
ou uso em bateladas subsequentes (DUPONT et al., 2009).

A maioria das lipases possuem uma propriedade estrutural comum: em um
meio homogéneo, elas possuem seu sitio ativo separado do meio por uma cadeia
polipeptidica chamada de tampa, cujas mudancas conformacionais controlam o
acesso das moléculas de substrato ao sitio ativo. Na presenca de uma interface hi-
drofébica, que pode ser uma gota de 6leo ou qualquer outro suporte hidrofobico, a
tampa se move, permitindo interacdes entre a face hidrofébica e as areas hidrofébicas
gue cercam o sitio ativo (REIS et al., 2009). Desta forma, a lipase fica adsorvida nesta
superficie (forma aberta) e o sitio ativo exposto ao meio reacional (Fernandez-Lafu-
ente, 2010). Portanto, as conformacdes da tampa aberta ou fechada estdo em um
equilibrio afetado pelas condicdes ambientais reacionais (CARRASCO-LOPEZ et al.,
2009).
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Aproveitando o mecanismo catalitico, duas estratégias para a imobilizacédo
da lipase foram desenvolvidas com uma atividade melhorada: lipase adsorvida em
suportes hidrofobicos e lipase imobilizada por ligacdo covalente em suportes modifi-
cados quimicamente. Estas sdo as razfes para a lipase imobilizada em suportes hi-
drofébicos geralmente exibirem maior atividade que a enzima livre ou outras prepara-
¢cOes de enzimas imobilizadas. Além disso, diferentes suportes com hidrofilicidade ou
hidrofobicidade superficial diferentes irdo alterar muito as propriedades enzimaticas,
como a acessibilidade, atividade e seletividade (FERNANDEZ-LAFUENTE et al.,
2010).

2.5 Adsorcéo Fisica

A técnica mais popular de imobilizagcdo em qualquer tipo de suporte de silica
porosa é a adsorcdo fisica. Este método é caracterizado pela sua simplicidade, porque
uma funcionalizacéo prévia da superficie do suporte ndo é tipicamente requerida. Des-
naturacdo e/ou desativacdo da enzima pode ser evitada e entdo, a retencao da ativi-
dade catalitica da enzima imobilizada se torna muito alta (CAO, 2005).

A fisisor¢do de enzima em superficies de silica € governada pela interacéo
de mocgodes funcionais das cadeias enziméticas com a superficie sdlida. As principais
forcas dirigentes sao interacdes hidrofébicas, ligacfes de hidrogénio, forcas de van
der Waals e eletrostaticas (atracéo e repulsdo).

Desde que as moléculas das enzimas sé@o adsorvidas fisicamente somente
na superfice da silica, a lixiviagdo a partir do suporte pode ser desencadeada, até
mesmo pelas menores mudancas nas condicdes reacionais, como alteracdes de tem-
peratura, pH ou variagdes nas concentracées dos substratos (CAO, 2005). Embora a
aplicacéo de silicas seja atrativa na imobilizacao de enzimas, este suporte apresenta
elevada capacidade de retencédo de compostos hidrofilicos gerados em reacgdes reali-
zadas em meio organico, como na esterificagdo (moléculas de agua) e transesterifi-
cacdo (moléculas de glicerol) por interagédo de ligacbes de ponte de hidrogénio com
os grupos silanois (Si-OH) existentes em sua estrutura (MASOUMIFARD et al., 2015;
SALIBA et al., 2016). A retencdo destes compostos reduz drasticamente a atividade

catalitica dos biocatalisadores, pois favorecem a dessor¢do da enzima e induzem a
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formacgéo de uma camada hidrofilica que minimiza a particdo de substratos hidrofébi-
cos, como triacilglicerois e &cidos graxos livres no seu microambiente. Para resolver
estes problemas, diferentes estratégias sdo propostas para melhorar a ligacédo enzi-
matica ao suporte, como modificacbes quimicas na superficie do suporte de silica por
diferentes grupos funcionais por meio de liga¢gbes covalentes.

Frequentemente, interagfes fisicas entre enzimas e suportes de silica ndo
sao fortes o suficiente para manter as moléculas da enzima aderidas aos poros. A
lixiviagdo enzimatica € uma limitacéo critica para o uso de suportes de silica na sua
forma pura. A modificagdo da superficie de silicas € bem estabelecida, amplamente
utilizada em imobilizacBes enziméticas e a literatura oferece varios protocolos (CAO,
2005; ZHOU et al., 2012). A vantagem das modificacdes quimicas na superficie do
suporte € que a enzima é fortemente fixada, entdo a dessor¢édo da enzima pelo suporte
€ minimizada, além da contaminagcdo do produto pela enzima ser evitada (HART-
MANN et al., 2010). A estabilidade operacional destes biocatalisadores também é au-
mentada na maioria dos casos, especialmente quando multipontos de ligacdo sao al-
cancados no suporte (CAO, 2005; HARTMANN et al., 2010).

A silica pode ser funcionalizada com diferentes grupos funcionais tais como:
alquila, amino, carboxila, dentre outros, os quais possibilitam a orientagdo da enzima
ao suporte por diferentes regides (CARVALHO et al., 2015). A ativacao da silica ocorre
guando um agente alcoxi silano passa a ser gquimicamente ligado covalentemente a
sua superficie, cuja operacdo € denominada de funcionalizacdo. A grande vantagem
da utilizacdo da silica funcionalizada advém da possibilidade da reciclagem do subs-
trato adsorvente (organo silano). Esta técnica de modificagdo promove um carrega-
mento alto e mais homogéneo da superficie com grupos organo silanos.

A ativacdo da silica pode ocorrer em uma Unica rea¢do, como por exemplo,
a sintese realizada por blanco et al. (2004) na ativacdo da silica com octil trietdxi si-
lano, ou entdo com a ativacdo sendo realizada por duas ou mais reacdes, como por
exemplo, a realizada por Sales, Prado e Airoldi (2002) que, inicialmente, ativaram a
silica com GPTMS (glixidoxi propril trimetdxi silano) e depois realizaram outra reacéo
com etileno diamina. A funcionaliza¢do do suporte de silica por reagdo com trietoxi(oc-
til)silano (OCTES) aumenta consideravelmente a hidrofobicidade do suporte, o que &

atrativo para imobilizac&o de lipases que possuem elevada afinidade com superficies
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altamente hidrofébicas, melhorando a difusédo de substratos hidrofébicos ao microam-
biente do biocatalisador (BLANCO et al., 2004, BERNAL et al., 2015).

2.6 Silica da casca do arroz

O dibxido de silicio (SiO2), mais conhecido como silica, € um composto qui-
mico que pode ser encontrado na natureza puro ou na forma de minerais. Em estado
puro € encontrado em rochas de quartzo, areia, arenitos e quartzitos. Como mineral
apresenta-se em associa¢cfes que dao origem a feldspatos, silicatos de magnésio e
zircbnia, dentre outros. A silica € um composto muito utilizado na industria quimica
inorganica, com grande énfase na industria ceramica, principalmente como matéria-
prima para fabricacdo de vidros, refratarios, tubos ceramicos, isolantes térmicos e
abrasivos. Particulas de silica s&o amplamente comercializadas por diferentes empre-
sas, mas também podem ser produzidas pela técnica sol-gel empregando diferentes
precursores silanos (HUANG et al., 2016; WANG et al., 2016). O custo de particulas
de silica pode variar de R$ 1000,00/kg a R$ 780,00 o grama (SIGMA-ALDRICH,
2016).

Motivados pela evolucao tecnolégica do beneficiamento do arroz, a casca de
arroz, um residuo da industria de processamento de alimentos, se apresenta como
uma alternativa promissora para obtencao de silica, pois 20% em massa deste residuo
€ composto por silica (YU et al., 2014). Pesquisas sobre o potencial destas como fonte
de silica tém sido relatadas ha varios anos, e estdo fundamentadas no fato de que
extraida a matéria organica e os compostos alcalinos e alcalino terrosos indesejaveis,
cerca de 95% de silica no estado amorfo pode ser obtida (HOUSTON, 1972). O inte-
resse na extracao da silica a partir destes residuos provém da potencialidade de ser
obtida com elevada area de superficie especifica e pureza (SOUZA et al., 1999). A
silica existente na casca do arroz, além do processo de simples combustdo, pode ser
obtida através do tratamento fisico-quimico com solucdes de diferentes acidos em
véarias concentracdes, seguido de lavagem com agua destilada e queima da parte or-
ganica a altas temperaturas (SOUZA et al., 2002). Com esta operacéao é possivel so-
lubilizar grande parte dos elementos sédio, potassio, ferro, manganés, calcio e alumi-

nio.
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De acordo com a estimativa do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) para a safra brasileira de arroz em 2017, 11,3 milhdes de toneladas serao
colhidas, montante 8,8% superior ao ano de 2016. A titulo de ilustracdo, esse mon-
tante permitiria ao pais aumentar sua producao de silica, introduzindo produtos mais
sofisticados ao mercado e ao mesmo tempo, reduzindo o volume de importa¢des. Du-
rante o beneficiamento do arroz, sdo produzidos em média 23% em massa de casca
de arroz como subproduto (MIMURA et al., 2010). Além disso, as nanoparticulas de
silica obtidas apresentam elevada area superficial, entre 180 m?/g YU et al (2014) e
1184 m?/g Zainalabidin et al (2014), o que as tornam promissoras na producéo de
biocatalisadores. Estes suportes oferecem a possibilidade de imobilizar proteinas
grandes, estaveis termicamente, mecanicamente e quimicamente, além de resisten-
tes a atagues microbiolégicos. Além disso, estes suportes de silica exibem grupos
funcionais suficientes em sua superficie para ligacdo da enzima ou para futuras mo-
dificacfes. Todas estas caracteristicas os tornam candidatos promissores para imobi-

lizacdo enzimatica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL) foi comprada da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). A casca do arroz foi adquirida da empresa Arroz Rei de Ouro
Ltda. (Itajuba, MG, Brasil). Trietoxi(octil)silano (OCTES) e Rosa de Bengala foram
comprados da Sigma-Aldrich. Alcool cetilico, acido oleico e octanoico também foram
comprados da Sigma-Aldrich Co. e o acido estearico da Synth® (Sdo Paulo, SP, Bra-
sil). A peneira molecular UOP 3 A (tamanho 1/16 pol) também foi adquirida da Sigma-
Aldrich Co. Albumina sérica bovina (BSA) foi adquirida da Rio-Rad Laboratories Inc.
(Hercules, CA, USA). A goma arabica foi comprada da Synth® e o éleo de oliva (baixa
acidez-Carbonel) foi adquirido em mercado local (Alfenas, MG, Brasil). Demais produ-
tos quimicos e solventes organicos foram da grade analitica adquiridos da Synth® e
Vetec Quimica Ltda. (Sdo Paulo, SP, Brasil).

3.2 Preparacao das particulas de silica via processo hidrotérmico

As particulas de silica foram preparadas segundo a metodologia descrita por
Zang et al (2107), com pequenas modifica¢des. Inicialmente, as cascas de arroz foram
secas por aproximadamente 15 horas a 80°C. 30,0000 g da casca de arroz seca foram
refluxadas com 400 mL de solucdo de agua deionizada com acido cloridrico (35%
m/m) na proporgao de 9:1, respectivamente, por duas h a 120°C para remoc¢ao das
impurezas metalicas. As cascas de arroz tratadas foram filtradas, lavadas com agua
deionizada e calcinadas em mufla a 700°C por 4 h para obter particulas de silica. A
porcentagem de rendimento de silica foi de 11,2 + 1,1% com base na massa seca
inicial.
3.3 Funcionalizacdo das particulas de silica com precursor alcoxisilano

A preparacgdo de Octil-SiO2 com OCTES foi realizada segundo metodologia
descrita por Vescovi et al. (2016). Uma suspenséo contendo 1 g da silica seca e 20

mL da mistura do precursor alcoxisilano OCTES e tolueno (na proporgéo de OCTES:

tolueno de 1:10) foi mantida sob refluxo por 4 h a 120°C. O suporte funcionalizado foi
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filtrado a vacuo e lavado com acetona, alcool e 4gua destilada. Apds a lavagem, o
suporte foi mantido a 40°C por 24 h em estufa de secagem.

3.4 Caracterizacéo das particulas de silica funcionalizadas e nao funcionalizadas

Os dados de Difracdo de Raio X (DRX) foram coletados no difratbmetro Em-
pyrean Panalytical usando radiagdo CuKa (A=1,5418 A) na faixa de 26=5-50°, no La-
boratério de Cristalografia do Instituto de Quimica da UNIFAL - MG. Analises termo-
gravimétricas (TG) foram realizadas com unidade SD Q600 (TA Instrumentos), no La-
borat6rio de Quimica Inorgéanica do Instituto de Quimica da Unifal-MG. As amostras
em po, com aproximadamente 10 mg, foram examinadas em atmosfera de ar sintético
no intervalo de 30 a 900°C com razao de aquecimento de 10°C/min. Imagens de mi-
croscopia de forca atbmica (MFA) foram adquiridas usando microscépio Cypher Es
(Asylum Research) com area superficial escaneada de 1 x 1 um. Imagens de micros-
copia eletrénica de varredura (MEV) foram adquiridas no equipamento Quanta 200
FEI sob vacuo operando na voltagem de 5kV. Ambas analises de MFA e MEV foram
realizadas no Centro de Microscopia da UFMG - MG. As amostras secas utilizadas
para analises de MEV foram revestidas com uma fina camada de ouro (10 nm). A area
superficial especifica foi determinada por adsorcdo de nitrogénio a 77 K utilizando o
método Brunauer-Emmett-Teller (B.E.T), fisissor¢do de N2, com instrumento LMA-
sorp com desgaseificacdo a 250°C por 4 h antes da analise, realizada no Departa-
mento de Quimica da UFMG - MG. O modelo Barrett-Joyner-Halenda (BJH) foi apli-
cado para determinar o volume de poro e o diametro médio de poro. A andlise da
distribuicdo do tamanho de particula e tamanho de particula média foi realizada no
Departamento de Engenharia Quimica da Univesridade Federal de Sao Carlos (UFS-
Car) empregando o equipamento Mastersizer Microplus (Malvern Instruments, Mar-
vern, Reino Unido).

A hidrofobicidade do suporte foi determinada por método de adsorgédo do co-
rante Rosa de Bengala de acordo com a metodologia descrita por Vescovi et al (2016)
com pequenas modificagdes, no Laboratério de Bioprocessos da UNIFAL - MG. 15
mL de soluc&o do corante Rosa de Bengala (500 pug/mL) previamente preparada utili-
zando 4gua deionizada foram incubados com 0,1 g do suporte em um agitador orbital
sob agitacdo continua (200 rpm) a 25 °C por 24 h. A absorbancia obtida do sobrena-
dante antes e apds o processo de adsorcdo foi medida espectrofotometricamente a
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549 nm. A concentracdo do corante absorvido foi determinada utilizando a curva de
calibracéo no intervalo de 0,25 a 5 pg/mL (R? = 0,99988). Estes testes foram realiza-

dos em triplicata.
3.5 Procedimento de imobilizacdo da LTL via adsorcao fisica

A imobilizagéo da LTL em Octil-SiO2 foi realizada de acordo com prévios estu-
dos realizados em nosso grupo (ALVES et al., 2017; MIRANDA et al., 2014). O proce-
dimento de adsorcéo consistiu na preparacédo de uma suspensao contendo solugao
de LTL previamente preparada com solucdo tampao e suporte na proporcao de 1:20
(m/v) (suporte/solucéo de LTL). A suspenséo foi mantida sob agitacdo de 200 rpm em
um agitador orbital. O biocatalisador preparado foi filtrado sob vacuo em funil de Bu-
chner com papel filtro Whatman n°41 e lavado exaustivamente com agua destilada. O
processo de adsorcdo foi monitorado pela medicdo da concentracédo de proteina na
solucéo do sobrenadante. Apds, o biocatalisador imobilizado preparado foi estocado
a 4 °C por 24 h. Neste estudo, o biocatalisador foi preparado com baixa forca i6nica
(solucéo tampéo de fosfato de sédio pH 5,0 a 5x10° mol/L) para evitar uma possivel
competicao entre os ions obtidos a partir da solucéo e dos grupos iénicos provenientes

da estrutura da enzima que interagem com a superficie do suporte.
3.5.1 Efeito da funcionalizacdo do suporte

O efeito da modificacdo quimica nos parametros de imobilizacdo do suporte foi
avaliado pelo uso da silica ndo funcionalizada (SiO2) em relacdo ao suporte funciona-
lizado (Octil-SiO2). O procedimento de adsorcéo foi realizado em tampéao acetato de
sédio pH 5,0 com carregamento inicial de proteina de 5 mg/g para evitar problemas

difusivos por 15 h de incubacéo a 25 °C.
3.5.2 Efeito do pH

O efeito do pH entre 4 e 9 (tampéo acetato de sodio pH 4,0 e 5,0, tampao fosfato
de sodio pH 6,0, 7,0, 8,0 e tampéao carbonato de sédio pH 9,0) sobre os parametros
de imobilizacdo também foi estudado. As suspensdes foram mantidas sob agitacao

de 200 rpm por 15 h em shaker orbital.
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3.5.3 Efeito da temperatura

O efeito da temperatura sobre os parametros de imobilizacédo foi estudado no
intervalo de 5 a 25°C, com incremento de 5°C. O procedimento de adsorcao foi reali-
zado utilizando tampé&o pH 5,0 (acetato de sddio 5x10 mol/L) e a suspensdo en-
zima:suporte foi também mantida sob agitacdo de 200 rpm por 15 h em shaker orbital.

3.5.4 Efeito do carregamento inicial de proteina: Estudos de isoterma de adsorcao

O efeito do carregamento inicial de proteina variando de 5 a 40 mg/g de suporte
foi avaliado com o inbtuito de verificar a maxima concentracdo de proteina adsorvida.
A adsorcéo foi realizada em pH 5,0 (tampé&o acetato de sddio 5x10-3 mol/L), por 15 h
de incubacéo, sob agitacdo de 200 rpm a 25°C. Neste estudo, os dados experimentais
foram ajustados a 5 diferentes modelos néo lineares de isotermas para descrever es-
tudos de equilibrio da adsorcdo de LTL no suporte preparado, como: Langmuir (Eq.
(1)), Freundlich (Eq. (2)), Temkin (Eqg. (3)), Sips (Eg. (4)) e Redlich-Peterson (Eg. (5))
(Alves et al., 2017).

_ e XCe 1)
° K +C,
1 2
qe:KF ><C:eﬁ ()
3
de :ﬂXIn(AT XCe) ©
b,
KSXC Bs (4)
. = .
1+a xC.”
Ky xC, (5)
° 1+a,xC°

Em que: ge é a capacidade de adsorcao no equilibrio (mg de proteina/g de suporte);
Ce € definido como a massa residual de proteina por unidade de volume de solucéo
de lipase (mg proteina/mL); gmax € @ capacidade de maxima de adsorgdo (mg prote-

ina/g suporte); K. é a constante de Langmuir relacionada a energia de adsorgéo
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(mL/mg proteina); Kr & a constante isotérmica de Freundlich (mL/mg suporte); n € o
expoente de Freundlich (sem dimensdes); R é a constante universal dos gases (8,314
x 103 kJ/mol.K); T é a temperatura experimental (298,15 k); At é a constante de liga-
¢do ao equilibrio isotérmico de Temkin (mL/g suporte); br € a constante isotérmica de
Temkin (J/mol); Ks é a constante de modelo isotérmico de Sips (mL/mg); Bs é 0 expo-
ente de Sips (sem dimenséo); as é a constante modelo de Sips (mL/mg); Kr € a cons-
tante isotérmica de Redlich-Peterson (mL/mg); ar € a constante isotérmica de Redilch-
Peterson (1/mg); g é o expoente de Redilch-Peterson (sem dimenséao).

O modelo isotérmico que melhor descreve a adsor¢do da LTL no suporte Octil-
SiO2 foi baseado na determinacéo do coeficiente de correlacédo (R?), a partir de re-
gressao nao linear e da média dos erros relativos (MER). A média entre os erros rela-

tivos e os valores preditos foi calculada usando a Eq. (6) (FOO et al., 2010):

exp calc (6)

100&|0; 0,

MER = Y Z exp
i=1 q
t

Em que: g:*® e g3 sdo os carregamentos experimentais e calculados de proteina em

determinados tempos de incubacéao, respectivamente, e N € o nimero de amostras.

O coeficiente de correlacéo (R?) para os modelos isotérmicos propostos foi cal-
culado de acordo com a Eq. (7) (ANDERSON-SPRECHER, 1994):

7
2 :1_£ssresj )
SS

tot

Em que: SSres € a soma residual dos quadrados e SSiot € a soma total dos quadrados.

Estes parametros foram calculados como mostrados nas Eq. (8) e (9), respec-

tivamente. Para o célculo de SSit, foi necessario determinar o valor médio da concen-

tracdo de proteina adsorvida num certo tempo t (J; ) — Eq. (10):
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3.5.5 Efeito do tempo de contato

O efeito do tempo de contato na adsor¢éo da LTL foi avaliado no carregamento,
na qual foi observada a saturagéo do suporte Octil-SiO2 (35 mg/g). O procedimento
de adsorc¢éo foi conduzido em pH 5,0 (tampéo acetato de sédio 5x10-2 mol/L) e 25°C.

3.6 Determinacao dos parametros de imobilizacao

A concentracao de proteina foi determinada de acordo com o método de Brad-
ford empregando BSA como proteina padréo (Bradford, 1976). Concentracao de pro-
teina imobilizada foi determinada (ge — mg/g de suporte) foi calculada segundo a Eq.
(11) (Lage et al., 2016; Alves et al., 2017):

Vx(C,-C.) (1)
B m

Qe

Em que: V é o volume de solugédo enzimatica (mL); Co € a concentracado de proteina
inicial (mg/mL); Ce é a concentracdo de proteina apos imobilizacdo (mg/mL) e m é a

massa de suporte (g).

O método de determinacado da atividade catalitica da LTL imobilizada foi base-
ado na hidrélise da emulséo do 6leo de oliva (ALVES et al., 2017; MIRANDA et al.,
2014). A emulsao foi preparada pela mistura de 1,25 g de 6leo de oliva e 3,75 g de
goma arabica a 3% m/m com 5 mL de solucéo tampéo fosfato de sodio pH 8,0 (100 x
103 mol/L). A mistura foi inserida em frascos erlenmeyer de 125 mL e incubados em

um agitador de banho convencional com controle de temperatura (37°C) a 200 rpm
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por 5 minutos. A reacdo de hidrolise foi iniciada pela adicdo de 0,1 g da LTL imobili-
zada. Subsequentemente, 10 mL de etanol a 95% m/m foram adicionados a esta mis-
tura reacional e a mesma titulada com solucdo de NaOH 30 mM usando fenolftaleina
como indicador, para a quantificacdo dos acidos graxos liberados na reacéo de hidré-
lise. A atividade da lipase foi determinada como mostra a Eq. (12). Uma unidade in-
ternacional (Ul) de atividade foi definida como sendo a massa de enzima requerida
para liberar 1 pumol de acido graxo livre por minuto de reacdo. Neste estudo, todos os

ensaios foram realizados em triplicata.

)= Vg =V )x M x10° (12)
txm

AH(IU /g
Em que: AH é a atividade hidrolitica (Ul/g biocatalisador); Vs € o volume de Soda utili-
zado para titular a amostra (mL); V¢ é o volume de soda utilizado para titular a amostra
controle (mL); M é a concentracdo molar da solucdo de NaOH utilizada na titulacédo

(mol/L), t € o tempo de reacdo (min) e m € a massa do biocatalisador (g).

A atividade especifica (AE) foi determinada de acordo com a Eqg. (13) (Lage et
al., 2016; Alves et al., 2017):

_AH @3
Qe

AE

Em que: AH é a atividade hidrolitica aparente do biocatalisador preparado (Ul/g bio-

catalisador).

A constante de equilibrio (Ke) de adsorcéo foi determinada como sendo a rela-
cao entre a concentracao de proteina imobilizada (ge) e a concentracédo de proteina

residual na solucdo sobrenadante (Ce) no equilibrio, de acordo com a Eq. (14):

(14)

A energia livre de Gibbs (AG-kJ/mol) foi calculada como mostrado na Eq. (15):
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AG°=—RTInK, (19)

Em que: R é a constante universal dos gases (8,314 x 10°kJ/mol.K) e T é a tempera-

tura absoluta de adsorcéo (298,15 K).
3.7 Sintese de ésteres de cetila

A atividade catalitica, do biocatalisador imobilizado em meio organico, foi me-
dida na sintese de trés diferentes ésteres de cera (biolubrificantes) via reacéo de es-
terificacdo dos acidos octandico, esteéarico e oleico com alcool cetilico em meio de
hexano. A Figura 4, mostra um esquema representativo das reacdes de esterificacao
desenvolvidas neste trabalho.
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Figura 4 - Esquema representativo da reacéo de esterificacdo cataliasada por LTL imobili-
zada em Octil-SiOs.

Fonte: Do autor.
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Em que:

[-(CH2)7 — CH=CH — (CH>)7 = &cido oleico

R = < -(CHz)16 — CHs = acido estearico

-(CH2)s — CHs = acido octandico
R1 = -(CHz)16 — CH3s = alcool cetilico

As reagdes foram conduzidas em frascos de vidro fechados com capacidade
para 100 mL contendo 10,00 g da mistura reacional (1 mol/L de cada reagente) incu-
bada em um banho termostatizado com agitacéo (200 rpm) a 40°C. A reacdao foi inici-
ada pela adicao de 0,600 g do biocatalisador imobilizado preparado previamente nas
condi¢Bes 6timas — carregamento inicial de proteina oferecida de 35 mg/g (ge = 21,9
+ 0,1 mg/g). As amostras foram retiradas da mistura reacional em vérios intervalos de
tempo (200 uL) para cada sistema de reacéao, diluidas em 10 mL de solucéo de alcool
(95% m/m) e tituladas com solucdo de NaOH 30 x 10 mol/L, utilizando fenolftaleina
como indicador para determinar a concentracdo de acido graxo residual e determinar
assim a porcentagem de converséo (Y), conforme Eq. (16) (ALVES et al., 2017; LAGE
et al., 2016; MIRANDA et al., 2014):

Y (%) :[uj x 100 e
A

Em que: Ao é a concentracéo inicial de acido carboxilico (x10-3 mol/L) e A é a concen-

tracdo de acido carboxilico em determinado tempo de reacéo (x10 mol/L).

3.8 Otimizacgéao da sintese de estearato de cetila por delineamento experimental

A sintese enzimatica do estearato de cetila em meio hexano foi otimizada em-
pregando um delineamento completo central rotacional (DCCR) com oito ensaios fa-
toriais, 6 ensaios axiais e trés ensaios no ponto central. Os niveis das variaveis foram
escolhidos com base em ensaios preliminares e estudos prévios realizados em nosso
laboratorio (Alves et al., 2016, 2017; Lage et al., 2016; Machado et al., 2018). Os pa-

rametros e seus niveis das variaveis estudadas foram: temperatura de reacdo (40 —
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70°C), concentracdo de biocatalisador (5 — 25% m/v) e agitacéo (0 — 240 rpm). A con-
versdo em éster apos 20 min de incubacao foi tomada como variavel reposta. Os re-
sultados foram analisados utilizando o software Statistics versdo 5.0 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA).

3.8.1 Efeito da razao molar acido:alcool na sintese de éster

O efeito da razdo molar &cido:alcool de 1:1 a 1:1,5 mol/L foi analisado nas con-
dicbes experimentais 6timas de reacdo previamente determinadas por DCCR (64°C,
concentragéo de biocatalisador de 21% m/v de meio reacional e agitagao de 170 rpm).
Neste conjunto de experimentos, a concentracdo de acido estearico foi fixada em 1
mol/L com o intuito de minimizar a inativacédo do biocatalisador por acidificacdo de seu
microambiente (Miranda et al., 2014; Alves et al., 2016). As reac¢des foram conduzidas
por 20 min de incubacdo em shaker orbital.

3.8.2 Efeito da concentracdo de peneira molecular na sintese de éster

O efeito da concentragéo de peneira molecular (0, 5, 10 e 20% m/m) na sintese
do estearato de cetila foi avaliado nas condicdes experimentais 6timas (64°C, concen-
tracdo de biocatalisador de 21% m/v de meio reacional, agitacdo de 170 rpm e razéo
equimolar acido:éalcool — 1:1). As peneiras foram previamente ativadas por incubacéo
a 250°C em forno mufla por 24 h. As rea¢des foram conduzidas por 20 min de incu-

bac&o em shaker orbital.
3.8.3 Efeito do tempo de reacgéo na sintese de éster

O efeito do tempo de reacao na sintese do estearato de cetila foi avaliado nas
condicdes experimentais 6timas (64°C, concentracdo de biocatalisador de 21% m/v
de meio reacional, 170 rpm, razdo equimolar acido:alcool 1:1 e auséncia de peneira

molecular).
3.8.4 Teste de estabilidade operacional

A estabilidade operacional do biocatalisador preparado neste estudo na sintese
de estearato de cetila foi avaliada apds nove sucessivos ciclos de reagédo de 60 min
cada. As reacdes foram realizadas nas condi¢cdes experimentais Otimas previamente
estabelecidas (64°C, concentracdo de biocatalisador de 21% m/v de meio reacional,

170 rpm, razdo equimolar acido:alcool 1:1 e auséncia de peneira molecular). Apos
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cada ciclo de reacgéo, o biocatalisador foi filtrado, lavado com hexano gelado para a
remocao de materiais de partida ndo convertidos e produtos adsorvidos em seu mi-
croambiente e secado sob vacuo a temperatura ambiente por 2 h. Apos este procedi-

mento, o biocatalisador foi recuperado e incubado em um novo meio reacional.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, silica foi extraida da casca do arroz e funcionalizada com OCTES
para a producdo de um suporte hidrofébico para ser aplicado na adsorcao fisica de
LTL. O esquema representativo da funcionalizacdo e adsorcao fisica da LTL utilizando

0 suporte preparado esté representado na Figura 5.

OCTES
OR

51—0OH no—sliWCHl _5i_g\
SI—0OH S—— - Si—0-Si<” TN N,
Si—OH Il > o
Si—OH Tolueno, 120°C, 4 h _Si—OH Octil - Si0,
LTL
Sol. Tampdo 5 mM
$i—0
\
Si—O-SiWCH:'"""9
A~
5i—0
5—0H

Adsorgdo via interagdes hidrofébicas

Figura 5 - Esquema representativo da funcionaliza¢éo da SiO; a partir da casca do arroz com
OCTES e a adsorcéo fisica da LTL no suporte preparado.

Fonte: Do autor.

A adsorcao da lipase em Octil-SiO2 procedeu via interacéo hidrofobica das re-
gides hidrofobicas que circundam o seu sitio ativo com os grupos octil inseridos na
superficie do suporte (mecanismo de ativacao interfacial das lipases em superficies
hidrofébicas) apds o processo de silanizacdo (LIMA et al., 2015; VESCOVI et al.,
2017). Algumas lipases, incluindo LTL, reconhecem estes suportes como sendo simi-
lar ao seu substrato natural (gotas de 6leo) (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; ZHAO
et al., 2015). Neste sentido, a enzima esté orientada em direcédo a superficie do su-

porte.
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4.1 Caracterizagéo das particulas de silica funcionalizada e ndo funcionalizada

No presente estudo, varias técnicas foram usadas para mostrar o efeito da fun-
cionalizacdo nas propriedades do suporte preparado. O suporte obtido apresentou
ampla distribuicdo de tamanho de particula na faixa de 78,5-453,1 um e tamanho
médio de particula de 269,1 + 24,6 um. Valores semelhantes para particulas de SiO2
funcionalizadas (Octil-SiO2) também foram observados, mostrando que o
procedimento de silanizacdo nao alterou o tamanho das particulas do suporte.

Os dados de difracao de raio X obtidos para a silica ndo funcionalizada e fun-
cionalizada (Octil-SiO2) estéo ilustrados na Figura 6. A silica obtida mostrou ser um
material amorfo com caracteristicas com picos amplos entre 15 e 30° (CUI et al.,
2017). Apos a etapa de funcionalizacéo, possiveis mudancas ndo foram encontradas
em sua estrutura amorfa. Similares difratogramas foram reportados em estudos ante-
riores para particulas de silica funcionalizadas e nao funcionalizadas (CUl et al., 2017;
LI et al, 2015; WANG et al., 2012).

(b) Octil-si0,

Intensidade (u.a.)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
208 [ grau
Figura 6 - Andlise de DRX para SiO; e Octil-SiO..

Fonte: Do autor.

Analises termogravimétricas foram realizadas para ambos os suportes (parti-
culas funcionalizadas e nao funcionalizadas) com intuito de confirmar a introducéao das
cadeias carbénicas (octil do OCTES) na superficie do suporte. De acordo com a Fi-
gura 7, as particulas ndo funcionalizadas de SiO2 exibiram alta estabilidade térmica e

uma perda de massa de 3% m/m a 900°C foi observada devido a condensacéao dos
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grupos silanol (-Si-OH) livres para a producao dos grupos siloxano (-Si-O-Si) na su-
perficie do suporte e entdo liberagdo de moléculas de dgua (ASHU-ARRAH et al.,
2017). A perda inicial de massa do Octil-SiO2 de aproximadamente 2% m/m a 250°C
pode ser atribuida a perda de moléculas de agua adsorvidas no suporte enquanto que
no segundo estagio a perda de massa € atribuida a decomposicao de grupos octil da
superficie do suporte com perda de massa percentual da ordem de 4% m/m a 900°C.
Perfis similares de perda de massa foram observados em estudos anteriores com si-
lica ndo funcionalizada e funcionalizada com grupos octil utilizando silica comercial
(LIMA et al., 2015).
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Figura 7 - Andlises de ATG da SiO; e Octil-SiO, em atmosfera de ar sintético.

Fonte: Do autor.

Microscopia de forca atbmica (MFA) € uma técnica importante para obtencéo
topografia superficial (ZDARTA et al., 2017). Imagens de topografia 3D da silica nédo
funcionalizada e funcionalizada com OCTES usando MFA s&o mostradas na Figura 8
e 0s parametros de rugosidade média (Rm) e altura (Z) foram estimados e sumariza-
dos na Tabela 1. De acordo com a Figura 8, a silica ndo funcionalizada (Figura 8 — A)
mostrou maior altura média (relac@o entre os valores de pico maximo e pico minimo)
e rugosidade em termos de Rm. Além disso, a presenca de alguns “vales” na sua
superficie também foi observada, mostrando que o suporte extraido da casca do arroz

tem uma superficie irregular. Entretanto, uma drastica reducdo da rugosidade e de
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altura apés a funcionalizagdo com OCTES foi observada. Estes resultados séo atribu-

idos a introducao de novos grupos funcionais na superficie do suporte.

100.00 nm ( u )

00 r 00 0.0 T | I T T 00

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0um 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 4m
Figura 8 - Imagem 3D de MFA para SiO; (A) e Octil-SiO: (B).

Fonte: Do autor.

Analises de MEV também foram realizadas para demonstrar o efeito da funcio-
nalizacao nas propriedades fisicas do suporte preparado (Figura 9). Como pode ser
observado, a superficie externa da SiOz € coberta por pequenas cupulas irregulares
bem alinhadas (aumento de 500 x — Figura 9 - A). Imagens similares de MEV para
este material foram reportadas em estudos anteriores (KE et at., 2016; WANG et al.,
2011). De acordo com as imagens de MEV com aumento de 2000 x (Figuras 9 - B e
9 - C), é possivel observar a formacédo de uma superficie mais homogénea apés a
etapa de funcionalizagdo com OCTES. Estes resultados estdo de acordo com aqueles

previamente reportados para analise de MFA.
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Figura 9 - Imagens de MEV de SiO; (aumento de 500 x — A e 2000 x — B) e Octil-SiO;
(aumento de 2000 x — C).

Fonte: Do autor.

Andlise de fisissorcdo de nitrogénio foi usada para caracterizar a estrutura po-
rosa do suporte n&o funcionalizado e funcionalizado com OCTES. Os resultados su-
marizados na Tabela 1 mostram que a area superficial especifica das particulas de
silica ndo funcionalizada é de 222,1 m?/g. Apés a etapa de funcionalizacéo, foi obser-
vada uma reducdo da area superficial especifica e volume médio dos poros. De acordo
com a classificagdo da IUPAC, diametro médio de poros entre 2-50 nm € caracteristico
de um material mesoporoso, enquanto que tamanho de poro acima de 50 nm é con-
siderado um material macroporoso. O diamero médio dos poros do suporte nao funci-
onalizado e funcionalizado foi de 36 A, indicando assim as suas naturezas mesoporo-
sas. Estes resultados indicam que a funcionalizagéo do suporte tenha sido preferen-
cialmente realizada na superficie externa da SiO2 e por esta razdo néao foi observada
uma reducao do didmetro médio dos poros. LTL é uma enzima com didametro molecu-
lar médio de 53,2 A (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010), 1,5 vezes maior que o diéme-
tro médio do suporte. Consequentemente, preferencial adsorcéo da LTL na superficie
externa do suporte € esperada. Entretanto, algumas moléculas de LTL também podem

ter sido adsorvidas na superficie interna do suporte preparado.
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Tabela 1 - Caracterizacao de silica ndo funcionalizada (SiO2) e funcionalizada com grupos
octil (Octil-SiOy).

Parametros Suporte

SiO2 Octil-SiO2
Rugosidade média (nm) 25,5 13,3
Altura média (nm) 8,1 7,7
Area superficial especifica (m?/g) 222,1 196,0
Volume especifico de poro (cm?/g) 0,38 0,35
Diametro de poro médio (A) 36,4 36,2
Adsorc¢do de RB (ug/m?) 11,6+1,8 36,5+2,6

Fonte: Do autor.

A hidrofobicidade de um suporte € uma importante caracteristica a ser utilizada
na imobilizacdo de lipases (ASHU-ARRAH et al., 2017; LIMA et al, 2017; ZOU et al.,
2014;). Neste trabalho, a caracterizacdo da hidrofobicidade de SiO2 ndo funcionali-
zada e funcionalizada com OCTES foi realizada empregando o método classico de
adsorcao do corante Rosa de Bengala (RB) (VESCOVI et al., 2016, 2017). Os resul-
tados foram expressos em quantidade de massa de corante adsorvida por unidade de
area superficial especifica (Tabela 1). Como esperado, a funcionalizagdo com OCTES
aumentou a capacidade do suporte de adsorcdo do corante RB de 11,6 + 1,8 para
36,5 + 2,6 ug/m?. Estes resultados confirmam o aumento da hidrofobicidade do su-
porte funcionalizado preparado. Este € um importante requisito para a preparacao de
suportes para a imobilizacdo de lipases via mecanismo de ativacéo interfacial e de
biocatalisadores altamente ativos devido a boa particdo de substratos hidrofébicos do
meio de reacdo aos microambientes externo/interno do biocatalisador preparado,
como gotas de o6leo (reacdo de hidrolise) e acidos graxos e alcoois graxos (substratos

para reacoes de esterificagéo).

4.2 Efeito da funcionalizacdo de SiOz na imobilizagéo de LTL

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2, é possivel observar que
a funcionalizacdo com OCTES permitiu a criacao de um microambiente mais favoravel

para a adsorcdo da LTL devido a maior adsor¢céo da enzima na superficie do suporte.
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Além disso, o biocatalisador preparado exibiu também maior atividade hidrolitica de-
vido & melhor acessibilidade das gotas de 6leo da mistura reacional para a superficie
do biocatalisador, como reportado no item 4.1 descrito acima, na qual pode ser con-
firmada com os valores de atividade hidrolitica e especifica. Além disso, 0 processo
de adsorc¢ao foi mais espontaneo utilizando o suporte Octil-SiO2 (AG® = -20,4 kJ/mol)
devido a forte afinidade da LTL para superficies hidrofébicas. Estes resultados confir-
mam a ativacao interfacial da lipase na superficie do Octil-SiO2 e sua a aplicacdo pro-
missora na preparacao de biocatalisadores imobilizados com alta concentracédo de
proteina imobilizada e atividade catalitica. Consequentemente, estudos subsequentes

foram realizados empregando o suporte funcionalizado.

Tabela 2 - Parametros de adsorcéo de LTL imobilizada em particulas de silica ndo funciona-
lizada (SiO) e funcionalizada com grupo octil (Octil-SiOz). A imobilizacao foi realizada em pH
5,0 (tampéo acetato de sodio 5x10 mol/L empregando carregamento inicial de proteina de 5

mg/g de suporte).

Suporte Qe Ce AH AE Ke AG°
(mg/g) (mg/g) (Ul/g) (Ul/mgip) (kJ/mol)

SiO2 3,2 % 9,56x102 79,7+55 250+%2,7 33,7 -8,7
0,2

Octil— =5,0 1,3x10°% 192,7+55 38,1+24 38269 -204

SiO2

Fonte: Do autor.
4.3 Efeito do pH na imobilizagéo de LTL

O efeito do pH de incubacéo no processo de adsorc¢ao foi avaliado no inter-
valo de 4,0 a 9,0. Na Tabela 3, estdo sumarizados os resultados dos parametros de
imobilizagéo de LTL determinados neste intervalo de pH. Como pode ser observado,
o pH de incubacdo ndo influenciou na concentracdo de proteina imobilizada. Estes
resultados mostram que a adsorcao da LTL neste suporte foi controlada por interacdes
hidrofébicas (ALVES et al., 2017). Com relag&o a atividade hidrolitica, o biocatalisador
preparado em pH 5,0 foi 0 mais ativo na hidrélise da emulséo o 6leo de oliva (AH =

192,5 £ 7,8 Ul/g). Com base nos resultados obtidos, a adsorcao de LTL em Octil-SiO2
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em pH 5,0 foi escolhida pois nesta condigéo foi possivel observar maxima atividade
catalitica e concentragéo de proteina imobilizada.

Tabela 3 - Influéncia do pH nos parametros de imobilizacdo de LTL via adsor¢do em Octil-
SiOa.

pH Qe Ce AH AE Ke AG®
(mg/g) (mg/g) (Ul/g) (Ul/mgei) (kJ/mol)
4,0 48+01 1,1x10?% 162,0+8,8 339+18 436,44 -15,1
5,0 =5,0 1,3x103% 1925+7,8 385+1,6 38269 -204
6,0 =5,0 1,3x10° 148,0+5,7 296+11 38269 -204
7,0 =5,0 1,4x10° 128,8+4,6 258+x09 35714 -20,3

8,0 49+0,1 6,7x10° 1155+11,9 234+4,4 7313 -16,3
9,0 45+0,2 2,3x102 110,4+3,7 243+0,8 195,7 -13,1

Fonte: Do autor.

4.4 Efeito da temperatura na imobilizacdo de LTL

O efeito da temperatura de incubag¢ao no processo de adsorgéo e nas propri-
edades cataliticas do biocatalisador foi estudado variando de 5 a 25°C, com incre-
mento de 5°C. Os ensaios foram realizados em tamp&o acetato de sédio pH 5,0 em
baixa forca i6nica (5 x 102 mol/L). Nestas condicdes experimentais, ndo foram obser-
vados efeitos relevantes da temperatura nos parametros de imobilizag&o. Estes resul-
tados mostram uma intensa afinidade da enzima com o suporte e por esta razao néo
foi observada influéncia da temperatura no processo de adsorcao. A lipase foi quase
totalmente adsorvida no suporte (= 5mg proteina/ g suporte) e os valores de atividade
hidrolitica foram similares aos obtidos em pH 5,0 sumarizados na Tabela 4.3 (da or-
dem de 190 Ul/ g de suporte). Baseado nestes resultados, subsequentes testes foram

conduzidos a 25°C.

4.5 Efeito do carregamento inicial de proteina na imobilizacdo de LTL: Estudos de

isotermas de adsorcao

O efeito do carregamento inicial de proteina variando de 5 a 40 mg/g do su-
porte sobre os parametros de imobilizacao foi estudado com o intuito de determinar a
capacidade maxima de adsorcéo de LTL no suporte funcionalizado. O procedimento
de adsorcao foi realizado nas condi¢cdes experimentais previamente estabelecidas
(tampdo acetato de sédio pH 5,0 (5 x 10 mol/L), 25°C e 15 h de incubagéo). De
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acordo com os dados sumarizados na Tabela 4.4, foi possivel observar um aumento
na concentracdo da proteina imobilizada com o aumento do carregamento inicial de
proteina de 5 até 30 mg/g. Por outro lado, carregamentos superiores de proteina
acima de 30 mg/g ndo aumentaram a retencdo de LTL devido a saturacao do suporte
(ALVES et al., 2017; LAGE et al., 2016; MIRANDA et al., 2014). Isto sugere que a
superficie do suporte tem um namero limitado de sitios de adsor¢cao em sua superficie
capazes de interagir com a enzima. A capacidade maxima de adsorcdo do suporte
preparado (Octil-SiO2) foi de 21,9 + 0,1 mg/g de suporte. Esta satisfatoria capacidade
de adsorcédo deste suporte se deve a sua elevada &rea superficial hidrofobica, como
mostrado acima — Tabela 1, na qual permite reter alta concentracdo de proteina imo-
bilizada em sua superficie.

O efeito do carregamento inicial de proteina nas atividades hidrolitica (AH) e
especifica (AE) dos biocatalisadores preparados € mostrado também na Tabela 4.
Como pode ser visto, 0 aumento do carregamento inicial de proteina de 5 mg/g a 35
mg/g aumentou a atividade hidrolitica dos biocatalisadores preparados de 192,7 £ 5,5
a 630,3 = 5,8 IU/g, respectivamente, como esperado. Por outro lado, os valores de
atividade especifica diminuiram com o aumento do carregamento inicial de proteina.
Estes resultados poderiam ser atribuidos a saturacao do suporte, limitando o acesso
dos materiais de particdo ao microambiente doo biocatalisador.

Tabela 4 - Influéncia da concentragéo inicial de proteina nos parametros de imobilizacédo de
LTL via adsorcao fisica em Octil-SiO».

Carrega- Qe Ce AH AE Ke AG®
mento de  (mg/g) (mg/g) (Ul/g) (Ul/mgp)) (kJ/mol)
proteina

(mg/g)

5 =5,0 1,3x10°% 192,7+55 38,1+24 38269 -20/4
10 99+0,1 5,3x10° 429,9+152 432+3,1 1867,9 -18,7
15 148+0,1 1,1x102 511,0+13,3 34,3+1,3 13455 -17,8
20 19,7+0,3 1,6x102 5548+10 282+21 1231,3 -17,6
25 20,4+0,1 24x10!' 5572+43 27,3+0,9 86,3 -11,1
30 21,9+0,1 4,3x10! 561,4+6,9 256+24 509 -9,7
35 21,7+05 7,0x10! 630,3+58 29,0+1,7 31,1 -8,5
40 21,3+0,4 9,8x10' 6189+49 265+08 21,7 —7,6

Fonte: Do autor.
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A espontaneidade do processo de adsorgcéo pode ser explicada pela deter-
minacgéo da energia livre de Gibbs (AG). De acordo com a Tabela 4, os valores de Ke
para adsorcdo da LTL em Octil-SiO2 variou de 3826,9 a 21,5 usando o menor carre-
gamento inicial de proteina de 5 mg/g e o maior de 40 mg/g, respectivamente. Entre-
tanto, a diminui¢cdo nos valores de Ke com 0 aumento do carregamento inicial de pro-
teina foi observado devido a drastica reducéo da area superficial disponivel no suporte
para a adsorcdo da enzima (saturacdo do suporte). Os valores de Ke foram utilizados
para determinar os valores de AG que variaram de —20,4 a —7,6 kJ/mol. Estes valores
mostram que a preparacao destes biocatalisadores via adsor¢édo da LTL no suporte
foi um processo espontaneo. De acordo com a literatura especializada, valores apa-
rentes de AG variando de 0 a —20 kJ/mol correspondem a um processo de fisissorcao,
enquanto que um processo de quimissorcdo estes valores variam de —80 a —400
kJ/mol (Tu et al., 2009). Consequentemente, € possivel notar que o processo de imo-
bilizacdo da enzima procedeu via interacdes fisicas (processo de fisissor¢ao).

Isotermas de adsorcéo tém sido aplicadas aos processos de imobilizacdo de
lipases para demonstrar a relacdo entre a concentracdo da enzima imobilizada no
suporte e a concentracdo residual na fase liquida no equilibrio em determinada tem-
peratura (ALVES et al., 2017; LAGE et al., 2016;). Neste estudo, os dados experimen-
tais obtidos foram ajustados aos modelos nao lineares de isoterma de adsor¢céao de
Langmuir, Freundlich, Temkin, Sips e Redlich-Peterson para descrever o processo de
adsorcao da LTL em Octil-SiO2 (Figura 10).
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Figura 10. Modelos néo lineares de isotermas de adsor¢cdo de LTL imobilizada em
Octil-SiO, a 25°C.
Fonte: Do autor.
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Os valores dos parametros isotérmicos, capacidade méxima de adsorcao,
coeficientes de correlacdo (R?) e a média dos erros relativos (MER) sdo mostrados na
Tabela 5. Com base nos resultados obtidos, € possivel observar que o modelo de
Langmuir foi o que melhor se ajustou aos dados experimentais de adsorcéo de LTL
em Octil-SiO2, considerando o maior coeficiente de correlacdo e o menor valor de
MER. Além disso, os valores obtidos para capacidade méaxima de adsorcéo tedrica
para Octil-SiO2 (gmax= 21,8 mg/g) foi muito proximo do dado experimental de 21,9
mg/g, como mostrado na Tabela 4. A isoterma de Langmuir € o modelo mais utilizado
na adsorcdo de lipases em diferentes suportes (ALVES et al., 2017). Este modelo
assume gque a adsorcao de moléculas de adsorvato na superficie adsorvente ocorra
na forma de monocamadas e que este adsorvente possui um numero finito de sitios
de adsorcdo. Além disso, a adsorcdo de cada molécula adsorvente na superficie ad-
sorvente possui a mesma energia (FOO et al., 2010). A analise de MFA esta de acordo
com o modelo de Langmuir, pois segundo com a Figura 8 € possivel ober a mesma

conclusao a respeito da superficie do suporte.

Tabela 5 - Determinacdo de parametros de isoterma para a adsorcéo de LTL em Octil-SiO,.

(continua)

Isoterma Equacao Parametros Valores
Langmuir qmax (Mg/g) 21,8

KL (mL/mg) 0,005

SSres 0,123

SStot 25,63

R? 0,9952

MER 7,24
Freundlich de (Mg/g)® 20,9

Kr (Mg/qg) 23,4

N 0,13

SSres 0,868

SStot 25,63

R? 0,9661

MER 25,7
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Tabela 5 - Determinacdo de parametros de isoterma para a adsorcéo de LTL em Octil-SiO».

(concluséao)

Isoterma Equacao Parametros Valores
Qe (Mg/g)? 21,5
At (mL/mg) 31158,0
br (I/mol) 1096,8
SSres 0,179
SSot 23,63
R? 0,993
20,5
MER
At (mL/mg) 11889,4
br (I/mol) 1,18
SSres 550,3
SStot 0,16
R? 25,63
MER 0,9937
MER 9,01
Redlich- Qe (Mg/9)* 21,5
Peterson Kr (ML/mg) 1836,5
ar (1/mgq) 82,3
G 1,036
SSres 0,156
SStot 25,63
R? 0,9939
MER 7,88

a: valor de ge determinado para concentracao inicial de enzima de 30 mg/g de suporte (Ce =

0,43 mg/mL).
Fonte: Do autor.

4.6 Efeito do tempo de contato na imobilizagéo de LTL
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O efeito do tempo de contato na concentracdo da proteina imobilizada no
suporte funcionalizado & mostrado na Figura 11. A concentracdo de proteina imobili-
zada na superficie do suporte aumentou com o aumento do tempo de incubacéao,

como esperado, e o equilibrio foi alcangcado no tempo de 150 min de incubacéo.
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Figura 11 - Efeito do tempo de incubacg&o na adsor¢éo de LTL em Octil-SiO, empre-
gando carregamento inicial de proteina de 30 mg/g de suporte.
Fonte: DO AUTOR.

4.7 Sintese de biolubrificantes por esterificacdo (ésteres de cetila)

Foi investigada também a habilidade do biocatalisador preparado em catalisar
reacoes de esterificacdo. Neste trabalho, octanoato de cetila, estearato de cetila e
oleato de cetila foram sintetizados em meio hexano com o intuito de reduzir a viscosi-
dade da mistura reacional e melhorar a acessibilidade dos reagentes ao microambi-
ente do biocaralisador (KUO et al., 2012). Esteres de cetila s&o importantes compos-
tos do ponto de vista industrial porque sédo amplamente empregados em formulacgoes
de lubrificantes, plastificantes e em materiais de revestimento (Serrano-Arnaldos et al.,
2016).

De acordo com a Figura 12, maxima conversdo da ordem de 94,0 £ 1,0% para
os trés diferentes ésteres pode ser observada, entretanto o tempo minimo requerido

para atinigir esta porcentagem de conversao para octanoato de cetila, estearato de
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cetila e oleato de cetila foi 135, 110 e 310 min, respectivamente. Estes resultados
mostram que o biocatalisador preparado exibiu maior afinidade para aqueles meios
reacionais contendo acidos graxos saturados (octanoico e estearico). Uma possivel
explicacéo para esta afinidade é que estes acidos graxos apresentam estrutura linear,
ndo ocorrendo impedimento estérico, facilitando o acesso do biocatalisador, acele-
rando a reacao de esterificacéo.
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@® Estearato de cetila
O Oleato de cetila

T T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (min)
Figura 12 - Efeito do tempo de reacao na sintese de ésteres cetila por reacao de este-

rificagdo em meio hexano catalisada por LTL imobilizada em Octil-SiO».
Fonte: Do autor.

Além disso, o biocatalisador preparado necessitou de um menor tempo de rea-
cdo comparado aqueles descritos em estudos anteriores reportados pela literatura es-
pecializada, os quais relatam a sintese de ésteres de cera em sistemas com solventes,
assim como os ésteres de cera a base de 6leo de palma catalisados pela lipase Mucor
miehei comercialmente imobilizada — Lipozyme IM (converséao de 84,5% em 7,38 h de
reacdo) Basri et al (2007); vinte diferentes ésteres de cera produzidos por reacéo de
esterificacao catalisada por lipase Candida rugosa quimicamente modificada com po-
lietilenoglicol e imobilizada em polipropileno (conversao completa apés 10 h de rea-
cdo) Guncheva e Zhiryakova (2008); sintese de estearato catalisada pela lipase de
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Bacillus stearothermophilos MC7 imobilizada via adsor¢cdo em particulas de Na-
noSnO:2 (conversdo de 86,2% para 5 h de reacdo) Guncheva et al (2013); e sintese
de ésteres cetilicos de gordura bruta de peixe sintetizados pela lipase crua extraida
da Burkholderia sp. EQ3 (95,07% de conversao em 5 h de reagéo) Ungcharoenwiwat
et al (2013). De acordo com os resultados obtidos pode se constatar que este bioca-
talisador mostrou ser altamente promissor na sintese de ésteres de cetila, especial-
mente estearato de cetila. Este sistema reacional foi selecionado para subsequentes
testes com o intuito de otimizar a sua producao, visto que o0 acido estearico € um
produto de origem animal e consiste na mistura dos acidos graxos soélidos de matérias
graxas. A concentracdo de &cido estedrico nestes compostos chega a ser maior que
40%. O acido esteéarico é amplamente utilizado em escala industrial, sendo o mais
utilizado na area cosmeética como espessante e emulsificante para a elaboracéo de
cremes, borracha, estearatos, cosméticos, emulsdes, lubrificantes e produtos téxteis.
Na industria farmacéutica é utilizado como lubrificante de capsulas. (HANDBOOK OF
FARMACEUTICAL EXCIPIENTS, 2000; MANERA, 2009).

4.8 Otimizacao da sintese de éster por DCCR

Neste estudo, um delineamento composto central rotacional (DCCR) foi utili-
zado para otimizar a sintese enzimatica de esterato de cetila em meio hexano. Para
tal finalidade, foi analisado o efeito de concentracdo de biocatalisador (5 - 25%), tem-
peratura de reacdo (40 — 70°C) e agitacdo (0 — 240 rpm) na reacdo. O uso desta
técnica € vantajoso em relacdo aos métodos convencionais de analise de variaveis
porque inclui menor nimero de experimentos, adequacdo a multiplos fatores
experimentais e facil busca pela relagdo entre varios fatores, resultando na
identificacdo das condi¢fes 6timas do processo (HANRAHAN et al., 2006).

De acordo com a Tabela 6, a porcentagem de conversao variou de 3,2 = 0,2%
(ensaio #11) a 70,1 £ 0,3% (ensaio #8). Estes resultados mostram que o0 aumento da
concentracdo de biocatalisador no meio de reacdo aumentou a formacdo do éster,
mostrando que a sintese de estearato de cetila foi cineticamente controlada. Compar-
ando o ensaio #6 com o0 ensaio #8, conduzidos com os mesmos valores de tempera-

tura e agitacado, foi possivel observar um aumento da porcentagem de conversao de
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21,5 £ 1,5% para 70% com o aumento da concentragéo de biocatalisador de 9% m/v
para 21% m/v de meio de reagdo. Entretanto, no ensaio conduzido com maxima quan-
tidade de biocatalisador utilizado no planejamento (25% m/v — ensaio #12), a conver-
sao obtida (29,5 + 0,1 %) foi inferior aquela obtida para concentracao de biocatalisador
de 21% m/v (ensaio #4) — 38,4 = 0,3%. Isto € devido ao aumento da viscosidade do
meio com 0 aumento de biocatalisador que reduziu a acessibilidade dos reagentes
aos sitios ativos da enzima imobilizada.

Na Tabela 6 € possivel verificar que o segunda maior de porcentagem de con-
versdo, da ordem de 50% ap6s 20 min de reacdo, foi obtido no ensaio #7 (46°C,
concentracéo de biocatalisador de 21% m/v e 170 rpm). Comparando este resultado
com aquele obtido no ensaio #8, nota-se que que o aumento de temperatura de 46°C
para 64°C elevou a conversao de 50% para 70%. Este aumento de conversdo em
éster com a elevacao de temperatura € atribuido a reducéo da viscosidade do meio
que, consequentemente, aumentou a frequéncia de colisbes entre os materiais de
partida e a superficie biocatalisador heterogéneo (ALVES et al., 2016; LAGE et al.,
2016).

Tabela 6 - Matriz do DCCR utilizado para investigar o efeito das variaveis independentes na
sintese enzimatica de estearato de cetila. Os ensaios foram realizados por 20 minutos de
incubacéo.

(continua)
Variaveis independentes
. Conversao
Ensaio Temperatura  Biocatalisador Agitacao %)
(°C) (% miv) (rpm)

1 -1 (46) -1(9) -1 (70) 20,4+£0,8
2 +1 (64) -1 (9) -1 (70) 16,5+1,6
3 -1 (46) +1 (21) -1 (70) 3440
4 +1 (64) +1 (21) -1 (70) 38,4+0,3
5 -1 (46) -1 (9) +1 (170) 22,7+0,2
6 +1 (64) -1 (9) +1 (170) 215+15
7 -1 (46) +1 (21) +1 (170) 50,4+ 0,6
8 +1 (64) +1 (21) +1 (170) 70,1+0,3
9 -1.68 (40) 0 (15) 0 (120) 242+ 0
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Tabela 6 - Matriz do DCCR utilizado para investigar o efeito das varidveis independentes na
sintese enzimatica de estearato de cetila. Os ensaios foram realizados por 20 minutos de
incubacao.

(concluséo)

Variaveis independentes

Ensai : : — Conversao
nsald  Temperatura Biocatalisador Agitacéo (%)
(C) (% m/v) (rpm)

10 +1,68 (70) 0 (15) 0 (120) 29,2+0,1
11 0 (55) -1.68 (5) 0 (120) 3,2+0,2
12 0 (55) +1.68 (25) 0 (120) 29,5+0,3
13 0 (55) 0 (15) -1.68 (0) 25,0 +2,1
14 0 (55) 0 (15) +1.68 (240)  20,7+18
15 0 (55) 0 (15) 0 (120) 212+2,5
16 0 (55) 0 (15) 0 (120) 22,9405
17 0 (55) 0 (15) 0 (120) 20,85 + 3,7

Fonte: Do autor.

De acordo com os resultados obtidos para os niveis minimo (reacdo em modo
estatico — ensaio #13) e maximo (240 rpm — ensaio #14) de agitagéo, similar conver-
sdo em éster foi observado — entre 25,0 + 2,1% e 20,7 + 1,8% apds 20 min de incu-
bacéo. Estes resultados foram obtidos empregando concentracdo de biocatalisador
de 15% m/v. Para rea¢gbes com alta concentracao de biocatalisador (21% m/v), o au-
mento da frequéncia de agitacdo de 70 rpm para 170 rpm dobrou a conversao em
éster — de 38,4 + 0,3% (ensaio #4) para 70,1 + 0,3% (ensaio #8). Estes resultados séo
devido a reducédo da espessura da camada-limite estagnada ao redor do microambi-
entte do biocatalisador que poderia minimizar a influéncia da difusdo externa na ve-
locidade cinética da reagéao.

De acordo com a analise de variancia (Tabela 7), o modelo gerado néao foi apro-
priado para a geracéo das superficies de resposta (Fcalculado < Ftabelado), pPOrém iSso nao

invalida a analise estatistica e tampouco a analise dos dados experimentais obtidos.
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Tabela 7 - Analise de variancia (ANOVA).

Fonte de variagédo Somados Graude Qua- F- p-valor
Quadra- liber- drado teste
dos dade médio

Regressao 2647,55 9 249,17 2,4 0,13023

Residual 856,50 7 122,36

Falta de ajuste 854,10

Erro puro 2,41

Total 3504,05 16

R2=0,76;F0.5.9.7=3,39

Fonte: Do autor.

Mesmo sem a construcao de uma superficie de resposta, foi possivel encontrar
uma condi¢do experimental capaz de obter maxima conversdo em éster — frequéncia
de agitacdo de 170 rpm, 64°C e concentracdo de biocatalisador de 21% m/v (con-
dicdes obtidas no ensaio #8). Estas condicOes experimentais foram obtidas nos niveis
+1 das variaveis avaliadas, mostrando que néo foi necessaria maxima concentracdo
de biocatalisador, temperatura e agitacdo para obter elevada producao de estearato
de cetila. Isto mostra claramente a importancia do emprego do delineamento experi-
mental proposto para a otimizacdo desta reacao, justificando a sua utilizacdo, mesmo
ndo sendo possivel obter-se um modelo de superficie de resposta, como reportado
acima. Consequentemente, subsequentes testes foram realizados nas condicdes re-

acionais obtidas no ensaio #8.

4 .8.1 Efeito da razao molar acido:alcool na sintese de éster

A razdo molar acido:alcool € um fator impotante na sintese de varios ésteres,
incluindo os ésteres de cera (Bl et al., 2016; KUO et al., 2013; Ll et al., 2011). A sintese
enzimatica de ésteres € um processo reversivel e o aumento da concentracdo dos

reagentes (acido estearico ou acool cetilico) pode afetar o equilibrio da reacéo na
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direcdo da formacgédo do éster (BASSI et al., 2016), ou resultar na reducéo da veloci-
dade inicial da reacdo e, consequentemente, sua conversao, possivelmente devido a
inibicdo do biocatalisador (BASSI et al., 2016; BADJUGAR et al., 2014 e BADJUGAR
et al., 2015).

O efeito da razdo molar acido:éalcool foi avaliado no intervalo de 1:1 a 1:1,5.
Nestes ensaios, a concentracdo de acido foi mantida fixa (1 mol/L) com o intuito de
minimizar a acidificacdo do microambiente do biocatalisador. Estudos anteriores rea-
lizados em nosso grupo mostraram um drastico decréscimo da atividade catalitica de
biocatalisadores preparados por adsor¢cédo de LTL em particulas hidrofébicas de poli-
hidroxi-butirato (PHB) e poli-(estireno-dininilbenzeno) (PSty-DVB) com o aumento da
concentracdo de acidos carboxilicos no meio de reacdo (ALVES et al., 2016; MI-
RANDA et al., 2014). A sintese do éster foi realizada por um periodo de 20 min de
incubacéo nas condi¢des previamente selecionadas pelo DCCR (64°C, 21% m/v de

biocatalisador e 170 rpm). Os resultados obtidos estéo ilustrados na Figura 13.
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Figura 13 - Efeito do excesso de alcool cetilico na esterificagdo do estearato de cetila, nas
condi¢des Otimas de reacao, catalisada por LTL imobilizada em Octil-SiO..

Fonte: Do autor.
Com o aumento da concentragdo do alcool foi observado um decréscimo na

conversdo do estearato de cetila, possivelmente devido ao aumento da viscosidade
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do meio reacional, acarretando em maiores problemas difusonais em comparacao ao
teste realizado na razdo molar de acido:alcool 1:1. Outra explicacdo para deste de-
créscimo na producéo do éster é que o excesso de alcool cetilico no meio de reacao
aumentou sua adsorcao na superficie do biocatalisador que aumentou a interacao
hidrofilica entre moléculas de adgua geradas e moléculas de lipase imobilizadas.
Consequentemente, o equilibrio a reacéo foi deslocado para o sentido inverso (reagéo
de hidrdlise) (LIMA et al., 2018; YANG et al., 2004). De acordo com estes resultados,
a sintese do éster realizada na relacao equimolar acido: alcool (1:1) foi escolhido para

sucessivos ensaios.
4.8.2 Efeito da concentracdo de peneira molecular na sintese de éster

Nas reacdes de esterificacdo, a dgua formada como subproduto representa um
fator limitante, favorecendo a reacéo reversa (hidrolise do éster). E comum adotar
procedimentos para remocado deste subproduto por técnicas que sejam adequadas
(LAGE et al., 2016; MIRANDA et al., 2014;), incluindo o uso de agentes desidratantes
como peneiras moleculares, conforme foi realizado neste trabalho. Foram realizados
testes com adicao de 0, 5, 10 e 20% m/v de peneira molecular ao meio reacional com
o intuito de remover moléculas de 4gua formadas durante a reacao e deslocar o equi-
librio para a formacao do éster lubrificante (estearato de cetila). Com base nos resul-
tados obtidos (Figura 4.10), foi observado um decréscimo na producao do éster, se-
guido de uma tendéncia de estabilizacdo no rendimento da reacdo. Este efeito nega-
tivo poderia ser creditado a remocéo da camada de hidratacdo da enzima ou aumento
da viscosidade no meio de reacao que, consequentemente, reduziu a difusdo externa
dos materiais de partida ao microambiente do biocatalisador heterogéneo preparado
(LIMA et al., 2018; FERRER et al., 2005). Neste sentido, testes posteriores foram re-

alizados na auséncia de peneira molecular.
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Figura 14 - Efeito da adicdo de peneira molecular na esterificacdo do estearato de cetila, nas
condi¢des 6timas de reacao, catalisada por LTL imobilizada em Octil-SiO..

Fonte: Do autor.
4.8.3 Efeito do tempo de reacdo na sintese de éster

A reacdo de esterificacdo foi conduzida nas condi¢des 6timas estabelecidas
(64°C, 21% m/v de biocatalisador e 170 rpm) por um periodo maximo de 90 min de
incubacdo com o intuito de verificar o tempo minimo de rea¢do necessario para atingir
a maxima conversdo. Como pode ser observado na Figura 15, ap6s 30 min de reacao
a conversao foi de aproximadamente 80% e em 60 min atingiu a maxima conversao
da ordem de 90%. Nestas condicdes 6timas de reacdo, o tempo de reacdo para con-
versao maxima do éster foi reduzido praticamente pela metade se comparado com o
primeiro ensaio realizado (Figura 12), na qual requereu 110 min de reacéo para alcan-

car similar conversao.
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Figura 15 - Efeito do tempo de reagdo na esterificacdo estearato de cetila em meio hexano
catalisada por LTL imobilizada em Octil-SiO», nas condi¢des 6timas de reacgao.

Fonte: Do autor.
4.8.4 Teste de estabilidade operacional

A reusabilidade de enzimas imobilizadas € muito importante para suas aplica-
cOes, principalmente em escala industrial (Alves et al., 2016; Lima et al., 2018). Neste
conjunto de ensaios, LTL imobilizada em Octil-SiO2foi utilizada para catalisar a sintese
do estearato de cetila nas condi¢des 6timas de reacdo previamente estabelecidas de
64°C, 21% m/v de biocatalisador, 170 rpm e razdo molar acido:alcool 1:1 em meio
hexano, apds 9 sucessivos ciclos de 60 min cada. Os dados de conversédo obtidos em
cada ciclo de reagdo em modo batelada est&o ilustrados na Figura 16.

O biocatalisador preparado reteve a sua atividade original até o 6° ciclo. Apés,
foi observado um ligeiro decréscimo de atividade e ap0s o 9° ciclo de reagéo foi ob-
servado uma atividade da ordem de 90% da atividade original. Estes resultados po-
dem ser atribuidos a forte adsor¢céo da LTL na superficie do suporte, 0 que evitou uma
possivel dessor¢cdo da mesma por 6 ciclos consecutivos. Por outro lado, a diminui¢cao
na atividade catalitica a partir do 7° ciclo, pode ser creditada pelo efeito da retengéo
de moléculas de agua (subproduto da esterificagdo) no microambiente do biocatalisa-
dor, fato que poderia promover a dessorcao de algumas moléculas de enzima da su-
perficie do suporte (MOTEVALIZADEH et al., 2015; RAGHEVENDRA et al., 2010;
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5 CONCLUSAO

Silica mesoporosa foi preparada com sucesso utilizando residuo de biomassa
comumente encontrada no Brasil (casca de arroz) e funcionalizada com agente silano
(OCTES) para ser usada na imobilizac&do de lipase via ativacédo interfacial. Diferentes
andlises foram utilizadas neste estudo para confirmar a funcionalizacdo do suporte,
gue resultou na criacdo de um microambiente capaz de aumentar a fixagdo da enzima
e preparar um biocatalisador com alta atividade catalitica em reacfes de hidrolise e
esterificacdo. Trés ésteres foram obtidos com a esterificacao catalisada pelo biocata-
lisador preparado, com conversdes da ordem de 94% em tempos de reagao inferiores
aqueles ja reportados na literatura. Dentre eles, estearato de cetila foi escolhido para
testes de otimizacado por ter sido o sistema reacional na qual requereu 0 menor tempo
de reacdo para ser obtido e por ser uma matéria-prima amplamente utilizada em es-
cala industrial. A otimizacdo da sintese do éster por DCCR possibilitou encontrar a
melhor condi¢édo para a obtencéo do éster, resultando em aproximadamente 90% de
conversdo com apenas 60 min de reacdo em meio de hexano. De acordo com 0s
resultados obtidos, a melhor condi¢do para a sintese de estearato de cetila foi obtida
com razéo equimolar acido:élcool (1:1) e sem adi¢cdo de peneira molecular. O bioca-
talisador preparado foi altamente ativo ap6s 9 consecutivos ciclos de reacdo de este-
rificacdo em meio de hexano. A satisfatoria aplicacdo do suporte preparado na adsor-
cdo de LTL pode levar a muitas outras novas aplicacdes no campo da biocatalise
como a imobilizacdo de outras enzimas de grande interesse industrial incluindo lipases

de outras diferentes fontes.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) Aplicacéo do suporte preparado na imobilizacao de outras lipases comu-

mente empregadas em reacdes de biotransformacéo;

b) Producédo de ésteres com propriedades lubrificantes em modo continuo

empregando o biocatalisador preparado;

C) Caracterizacao fisico-quimica do éster preparado como ponto de fuséo,
ponto de ebulicdo, viscosidade cinematica, indice de viscosidade, densidade,

indice de acidez;

d) Producao de ésteres cetilicos empregando acidos graxos provenientes

de Oleos vegetais e/ou gorduras animais;
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