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RESUMO

SiO2 amorfa e mesoporosa foi obtida a partir de tratamento termoquimico de casca de arroz e
funcionalizada com 3-aminopropil-trietoxisilano (3-APTES) para produzir um suporte com alta
densidade de grupos amino (Amino-SiO,). A etapa de funcionalizagdo foi confirmada por
diferentes técnicas como difracdo de Raio-X (DRX), andlise de termogravimetria (ATG),
microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia de forca atbmica (MFA), fisissorcéo
de N> e adsor¢do de corante rosa de bengala (teste de hidrofobicidade). O suporte
funcionalizado foi empregado na preparacao de biocatalisadores ativos por adsorcéo fisica de
lipase microbiana de Thermomyces lanuginosus (LTL). O efeito de importantes parametros
como pH de incubacéo, temperatura, carregamento inicial de proteina e tempo de contato, no
processo de adsor¢do da enzima foi avaliado. De acordo com os resultados obtidos, a
funcionalizacdo melhorou a capacidade de adsor¢do do suporte. Nas condi¢BGes 6timas de
imobilizacéo (tampéo acetato de sédio pH 4,0; 5 Mm; 25 °C e 20 min de incubacéo), a méaxima
concentracdo de proteina adsorvida foi de 12,3 + 0,1 mg/g de suporte. O biocatalisador
preparado exibiu maxima atividade na hidrolise de azeite de oliva emulsificado de 645,8 + 6,9
Ul/lg. A adsor¢cdo de LTL em Amino-SiO2 foi um processo de fisissor¢do. Os dados
experimentais de adsorcdo foram bem ajustados ao modelo de isoterma de Langmuir (R? =
0,9957). A atividade catalitica do biocatalisador em meio organico foi também avaliada através
da sintese de ésteres por reacdo de esterificacdo. Dentre eles, a sintese de oleato de decila, que
através de um planejamento utilizando delineamento composto central rotacional (DCCR),
ferramenta que possibilitou obter condi¢des 6timas de operacéo (30 °C, 21% m/v biocatalisador,
150 rpm e razdo molar &cido:alcool de 1:1). Portanto, obtendo méxima conversdo percentual
do éster em 180 e 105 minutos, de 87%, para um sistema livre de solvente e um sistema
contendo isooctano respectivamente. Os testes de reutilizacdo mostraram que o biocatalisador
reteve toda a sua atividade original ap6s oito ciclos de reacdo sucessivos em um sistema livre
de solvente. Estes resultados sugerem que este biocatalisador pode ser utilizado com sucesso
na sintese de éster através de um processo de tecnologia limpa devido a sua alta atividade

catalitica e reutilizacéo.

Palavras-chave: Silica. Casca de Arroz. Funcionalizacdo. Caracteriza¢do. Imobilizacdo de

Lipase. Adsorgdo Fisica. Sintese do oleato de decila. Otimizacdo. Reusabilidade.



ABSTRACT

Amorphous and mesoporous SiO> from rice husks was prepared via thermochemical process
and functionalized with triethoxy(amino)silane (3-APTES) to produce a support with high
density of amino groups (Amino-SiOz). The functionalization step was confirmed by several
techniques such as X-ray diffraction (XRD), thermogravimetric analysis (TGA), scanning
electronic microscopy (SEM), atomic force microscopy (AFM), N2 physisorption analysis and
Rose Bengal dye adsorption (hydrophobicity test). The functionalized support was then applied
in the preparation of active biocatalysts via physical adsorption of microbial lipase from
Thermomyces lanuginosus (LTL). The effect of certain parameters, including pH of incubation,
temperature, initial protein loading and time of incubation, in the adsorption of LTL on Amino-
SiO. was systematically evaluated. According to results, the functionalization step improved
the adsorption of the enzyme on the support surface when compared to the non-functionalized
support. Under optimal conditions (5 mM buffer sodium acetate pH 4.0, 25 °C and 20 min of
incubation), maximum immobilized protein loading of 12.3 £ 0.1 mg/g was observed. This
biocatalyst exhibited maximum activity in the hydrolysis of olive oil emulsion of 645.8 + 6.9
IU/g. The adsorption of TLL on the functionalized support was a physisorption process. The
experimental data of adsorption was well-fitted to the Langmuir isotherm model (R? = 0. 9957).
The catalytic activity of the biocatalyst in organic medium was also evaluated through the
synthesis of esters by esterification reaction. Among them, the synthesis of decila oleate,
through a design using central rotational compound design (DCCR), a tool that allowed to
obtain optimal operating conditions (30 °C, 21% m/v biocatalyst, 150 rpm and acid molar ratio:
alcohol ratio of 1: 1). Therefore, obtaining maximum percent conversion of the ester at 180 and
105 minutes, of 87%, to a solvent-free system and an isooctane-containing system respectively.
The reuse tests showed that the biocatalyst retained all of its original activity after eight
successive reaction cycles in a solvent-free system. These results suggest that this biocatalyst
can be successfully used in ester synthesis through a clean technology process due to its high

catalytic activity and reuse.

Keywords: Silica. Rice husks. Functionalization. Characterization. Lipase immobilization.
Physical adsorption. Synthesis of the decila oleate. Optimization. Reusability.
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1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, existem uma grande variedade de lubrificantes, éleos, graxas e outros
fluidos funcionais que tem como a sua principal funcdo, diminuir a friccdo, transmitir energia,
proteger contra a corrosdo e desgaste, remover calor, dispersar os residuos de desgaste, eliminar
contaminantes exteriores e atuar como selante (MENEZES et al., 2013). S&o classificados em
5 grupos: dleos automotivos, 6leos industriais, graxas, 6leos metalicos (previnem corrosdo) e
0leos de processo. Curiosamente, 56% dos lubrificantes sdo utilizados como 6leos automotivos,
somente 26% sdo 6leos industriais e o restante € composto por 6leos processuais, graxas €
fluidos de metalurgia (MANG; GOSALIA, 2017).

Neste contexto, a producdo de lubrificantes foi estimulada pelo crescimento industrial
mundial, e principalmente em virtude do setor automotivo, que teve um crescimento em média
de 5% entre 2000 a 2009, sendo que as regides com maior crescimento foram a América do Sul
(Brasil - 7,59%) e a Asia (China - 24,2% e india — 14,56%) (GABRIEL et al., 2011). No ano
de 2015, o consumo de lubrificantes foi da ordem de 40 milhdes de toneladas, com cerca de
50% dos lubrificantes vendidos em todo o mundo, retornando e poluindo o meio ambiente
(MANG; GOSALLIA, 2017). Mais de 95% desses materiais, sdo a base de petrdleo e prejudicam
0 meio ambiente, devido a sua alta toxicidade e baixa biodegradabilidade (SCHNEIDER,
2006). Este fato cria a necessidade do uso de biolubrificantes a partir de fontes renovaveis para
resolver os problemas ambientais causados por lubrificantes tdxicos a base de petréleo.

Biolubrificantes sdo lubrificantes que empregam como matérias-primas 6leos vegetais,
gordura de animais ou matérias-graxas residuais e por este motivo os tornam lubrificantes
biodegradaveis e ndo tdxicos para 0s seres humanos e outros organismos vivos, em particular
ambientes marinhos em que os impactos sdo mais severos (SALIMON; SALIH; YOUSIF,
2010). Devido a esses fatores, a procura por lubrificantes que sejam “amigaveis” ao meio
ambiente tem aumentado nos Gltimos anos, conforme foi apresentado no relatério de mercado
publicado pela Transparency Market Research "Biolubricants Market - Global Scenario,
Trends, Industry Analysis, Size, Share And Forecast, 2010-2018", o mercado global de
biolubrificantes foi de US$ 1,7 bilhdo em 2011 e US$ 2,4 bilhdes em 2017, com um crecimento
anual de 4,9% de 2011 a 2017 (Transparency Market Research, 2014).

Uma alternativa promissora sdo 0s ésteres organicos sintéticos que sao sintetizados a
partir de alcoois e acidos graxos de cadeia longa oriundos de fontes renovaveis. Estes ésteres

sintéticos proporcionam uma melhor fluidez quando expostos a baixas temperaturas,
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apresentam baixa volatilidade, sendo sua estabilidade térmica e oxidativa melhoradas quando
comparados aos 6leos vegetais e gorduras animais (MENEZES et al. 2012; LOPEZ et al. 2014).

A producdo de ésteres sintéticos pode ser realizada utilizando tanto catalisadores
homogéneos e heterogéneos (SABOYA et al. 2017; LAGE et al. 2016; JITPUTTI et al. 2006).
A utilizagdo das lipases na industria, como catalisador homogéneo para a sintese de ésteres é
moderada, devido ao seu alto custo e sua incapacidade de manter sua atividade em altas
temperaturas e na presenca de solventes organicos. Neste sentido, uma das estratégias capazes
de amenizar esses problemas € a imobilizacdo dessas enzimas em suportes solidos
(STEPANKOVA et al. 2013; BASSI et al., 2016; LAGE et al., 2016; LIMA et al., 2018).
Atualmente, ha um crescente interesse na utilizacéo de catalisadores heterogéneos enziméticos
(lipases imobilizadas) (SYAIMA et al. 2015) em substituicdo a catalisadores homogéneos, pois
permitem uma melhor separacdo do catalisador do produto final, proporcionam a reutilizacéo
do catalisador, resultando em um diminui¢do dos gastos com a producédo, e com a purificagcdo
do produto tornando-o sustentavel (COMAN; PARVULESCU, 2013).

A escolha do suporte a ser utilizado é muito importante na preparacdo do biocatalisador.
Uma gama de suportes (naturais ou sintéticos) se mostram promissores para a imobilizacdo de
lipases como silica, zircénio, didxido de titanio e particulas magnéticas (BERNAL et al. 2018;
VENDITTI et al. 2015; ZIVKOVIC et al. 2015). Suportes & base de silica sdo os mais utilizados
devido as suas caracteristicas, tais como grande area superficial, tamanho uniforme dos poros,
alta estabilidade térmica e mecénica e baixa toxicidade (DORCHEH; ABBASI, 2008). Além
disso, a superficie da silica pode ser modificada quimicamente com diversos grupos funcionais
com o intuito de melhorar a sua capacidade de retencdo de enzimas (HARTMANN;
KOSTROV, 2013). A producéo de silica pode ser feita a partir do processo de sol-gel, usando
diferentes precursores silano (DORCHEH; ABBASI, 2008) ou por meio de um processo
termoquimico utilizando residuos agroindustriais como como, casca de arroz, bagaco de cana
de acucar, folhas de bambu, etc (BHIMA et al. 2015; VAIBHAV; VIJAYALAKSHMI;
ROOPAN, 2015).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) estima que a producdo
mundial de arroz entre os anos de 2017 e 2018 seja de aproximadamente 718,48 milhoes de
toneladas (STATISTA, 2018a). No Brasil, esta producéo foi de 12,3 milhdes de toneladas em
2017 (STATISTA, 2018b). Atualmente, a industria utiliza os residuos gerados no processo de

beneficiamento, principalmente, para a producéo de silica destinada a construcao civil (SILVA;
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BRITO; DHIR, 2014). Portanto, se faz necessaria a sua utilizacdo em setores inteligente dessas
sobras provenientes da agricultura.

Neste contexto, o objetivo geral do presente trabalho foi a sintese de um éster com
propriedades lubrificantes como oleato de decila por reacdo de esterificacdo catalisada por
lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL) imobilizada. Esta lipase foi selecionada devido a
sua elevada atividade catalitica na sintese de diferentes ésteres, incluindo aqueles com
propriedades lubrificantes (BASSI et al., 2016; LAGE et al., 2016; ALVES et al., 2017; LIMA
et al., 2018). O biocatalisador heterogéneo foi preparado por adsorcao fisica em particulas de
SiO> obtidas a partir do tratamento hidrotérmico de casca de arroz. Com o intuito de melhorar
a capacidade de adsorcao do suporte obtido, foi empregada a etapa de funcionalizagéo com 3-
aminopropil-trietoxisilano (3-APTES). O efeito de alguns fatores no processo de preparacao do
biocatalisador e na sintese do éster foi avaliado. Embora a aplicacdo de biocatalisadores
heterogéneos na sintese de ésteres com propriedades lubrificantes seja muito bem documentada,
a aplicacdo deste suporte na preparacdo destes biocatalisadores ainda ndo é reportada,
mostrando a relevancia da execucdo deste projeto. Além disso, a sintese enzimatica de oleato
de decila em meio de solventes organicos tem sido descrita em prévios estudos (CHANG et al.,
2001; RANI et al., 2015; AULAKH et al., 2017). Entretanto, estes estudos ndo relatam testes
de estabilidade operacional ap6s consecutivos ciclos de reacdo, porém estes testes foram
realizados em meio isento de solventes organicos para demonstrar a relevancia de execucao do
projeto proposto.

Levando em consideracdo estes aspectos, o obejtivo geral do projeto foi alcancado

mediante a execucdo das seguintes etapas:

a) Preparacdo das particulas de silica por tratamento térmico, funcionaliza¢do com 3-

APTES e caracterizacdo do suporte por diferentes técnicas;

b) Avaliacdo da influéncia de pH, temperatura, carregamento inicial de proteina e
tempo de incubagéo no processo de adsorcao da lipase de Thermomyces lanuginosus

(LTL) e atividade catalitica na hidrdlise da emulsdo de azeite de oliva;

c) Estudos de isotermas de adsorcédo para a elucidacdo do processo de preparagédo do

biocatalisador;
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d) Aplicagdo do biocatalisador heterogéneo preparado na sintese de biolubrificante
(oleato de decila) por esterificagdo — Avaliagdo do efeito de relevantes fatores
(solvente organico, temperatura, concentracdo de biocatalisador, razdo molar
acido:alcool, agitacdo, concentracdo de peneiras moleculares e tempo de reacédo) na

sintese do éster;

Testes de estabilidade operacional (reuso) do biocatalisador nas condic¢Ges 6timas de
reacédo de esterificagao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biolubrificantes

O uso de dleos naturais e gorduras derivadas de plantas e animais (soja, palma, sebo e
banha) como lubrificantes é datado desde os tempos antigos. Na antiguidade, os egipcios
utilizavam graxa a base de sabdo de calcio de azeite de oliva como lubrificante no eixo das
rodas em carruagens (ZAINAL et al. 2018). No fim do século 18, a revolucdo industrial
impulsionou a demanda por 6leos naturais para serem utilizados como lubrificantes como 6leo
de banha, 6leo de oliva, 6leo de colza, 6leo de casca de amendoin, etc. Na contramdo, 0s anos
seguintes a exploracdo do petréleo diminuiu o interesse e a necessidade de pesquisa utilizando
Oleos naturais devido principalmente ao seu baixo custo de exploracdo, mas impulsionou a
pesquisa e desenvolveu a tecnologia da lubrificacdo para aplicacdo industrial (REEVES;
SIDDAIAH; MENEZES, 2017). Biolubrificantes sdo amplamente utilizados em produtos no
setor cosmeético como removedor de maquiagem, hidratante facial, creme anti-idade, protetor
solar, maquiagem para os olhos, creme para maos e pés, condicionador, lo¢do pos-barba e creme
para os olhos (RANI et al., 2015; Truth in Aging, 2018; Acme-Hardesty, 2018). Um importante
representante é o oleato de decila € um importante éster de acido graxo de cadeia longa com
propriedades lubrificantes (éster de cera), tem sido sintetizado pela reacdo de esterificacdo
usando catalisadores quimicos como o é&cido p-toluenossulfénico e derivados de
organoestanhos (HILLS, 2003).

Lubrificantes sdo essenciais em quase todos 0s aspectos para o bom funcionamento das
maquinas modernas, sdo chamados assim, substancias utilizadas para lubrificar superficies que
estdo em contato matuo, facilitando o movimento dos componentes, reduzindo o atrito e 0
desgastes das pecas. Quando os lubrificantes sdo utilizados de maneira correta, 0 maquinario
ter4 um aumento em sua vida Util e um aumento na sua eficiéncia (ZAINAL et al. 2018). Um
bom lubrificante tem de apresentar as seguintes caracteristicas: alta viscosidade, alto ponto de
ebulicdo, boa estabilidade térmica, baixo ponto de congelamento, capacidade de prevenir a
corrosdao do material e ter alta resisténcia a oxidacao. Os lubrificantes podem ser classificados
de acordo com sua aparéncia fisica: solidos (grafite, bissulfeto de molibdénio), semi sélidos
(graxa) e liquidos (petréleo, 6leos animais e vegetais) (MOBARAK et al. 2014).

Biolubrificantes podem ser definidos como produtos com baixa toxicidade e excelente

biodegradabilidade. Biodegradabilidade por definicio é a capacidade do material se
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desinstegrar por microrganismos, fungos e enzimas. A taxa de biodegradabilidade, depende da
estrutura quimica do 6leo de base ou dos componentes aditivos. O ambiente onde ocorre
também auxilia no precesso de biodegradacédo. Para que 0 processo ocorra deve-se haver um
crescimento microbiano apropriado, oxigénio e temperatura adequados, a quantidade de
alimento necesséria, é encontrada nos 6leos que serdo biodegradados (GNANASEKARAN;
CHAVIDI, 2018). Como podemos observar na Tabela 1, os ésteres, 0s polidis e 0 6leos vegetais

possuem uma melhor biodegradabilidade que os 6leos de origem mineral.

Tabela 1 - Biodegradabilidade natural de diferentes fldidos base.

Tipo de fluidos Biodegradabilidade (%) de acordo com o0 método, CEC-L-33-
A-94, em 21 dias

Oleo Mineral 20-40

Oleo Vegetal 90-98

Esteres 75-100

Polidis 70-100

Trimetilatos 0-70

Fonte : GNANASEKARAN; CHAVIDI, 2018

Os biolubrificantes podem ser classificados como sustentaveis pois sdo derivados de
matérias primas renovaveis (ZAINAL et al. 2018). Os materiais sustentaveis podem ser
classificados por dois aspectos, pela origem dos seus recursos e pela poluicdo causada por ele.
Os biolubrificantes sdo descartados por diversas vias, e seus componentes quimicos sao
desintegrados em agua e didxido de carbono. Porém, nesse caso o ciclo do carbono é fechado,
pois a quantidade de didxido de carbono liberado na atmosfera é a mesma quantidade de didxido
de carbono absorvido pelas plantas. Portanto, ndo ha relagdo com o equilibrio do didxido de
carbono na atmosfera. Por outro lado, os 6leos de origem mineral como petr6leo aumentam a
guantidade de diéxido de carbono na atmosfera, levando ao aquecimento global, que pode ser
considerado um tipo de poluicdo indireta (ZAINAL et al. 2018). O ciclo de vida dos
lubrificantes derivados de fontes renovaveis demonstra-se na Figura 1. Seja uma poluicéo
indireta ou direta, a preocupacdo com a saude ambiental vem ganhando notoriedade. Por conta
disso, faz-se necessario o uso de lubrificantes que sejam biodegradaveis e produzidos por meio
de fontes renovaveis e sustentaveis (GNANASEKARAN; CHAVIDI, 2018).
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Os 6leos de origem vegetal sdo 6timos substitutos aos 6leos de origem mineral derivados
do petroleo, seu principal componente sdo os triacilglicerdis (98%), formados por trés
grupamentos hidroxila que sdo esterificados a grupos carboxilas de acidos graxos. A alta
viscosidade dos 0leos vegetais é atribuida ao seu alto peso molecular. Sua estrutura também é
a responsavel pela sua estabilidade frente a uma grande faixa de temperatura na qual podem
operar. Porém, os biolubrificantes também apresentam uma série de desvantagens, como a
limitacdo de operacdo em baixas temperaturas levando a solidificacdo e gerando o entupimento
de filtros, sdo sensiveis a hidrolise e oxidacdo e sofrem degradagdo térmica (REEVES;
SIDDAIAH; MENEZES, 2017). Uma alternativa seria a utilizacdo de aditivos, porém isso
poderia afetar sua biodegradabilidade e iria encarecer o produto final, entretanto pesquisas
alterando quimicamente a estrutura dos biolubrificantes por meio de reacdes quimicas, podem
amenizar as caracteristicas desvantajosas dos biolubrificantes apresentadas anteriormente
(SALIH; SALIMON; YOUSIF, 2011, SABOYA et al. 2017).

Plantas
" Sementes
COz e H20 vegetais
7 \
Desintegra¢do  / \ Extragdo
Descarte de Oleo vegetal
Biolubrificantes bruto
N
/' Refinaria
\ A
Uso comercial & Oleo vegetal
industrial refinado
= -
Biolubrificantes Modificagdio e Formulagdo

Figura 1 - Ciclo de vida dos biolubrificantes.
Fonte: adaptado de ZAINAL et al. 2018.
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2.2 Utilizag&o de ésteres sintéticos como biolubrificantes

Biolubrificantes sdo um tipo de éster, que quando comparados com 06leos naturais, tem
um melhor comportamento a baixas temperaturas, apresentam baixa volatilidade e ponto de
fulgor e exibem uma alta estabilidade termo-oxidativa. Os ésteres sintéticos apresentam uma
consideravel afinidade pela superficie dos metais assim como os 6leos naturais, isso deve-se
principalmente ao seu alto grau de polaridade, proporcionando a formacdo de monocamadas,
minimizando o contato superficial NAGENDRAMMA; KAUL, 2012). Podem ser sintetizados
por intermédio de uma reacdo chamada esterificagdo de Fischer, que é uma reacdo de
substituicdo nucleofilica do grupamento acila catalisada por um &cido de Lewis ou Bronsted,
envolvendo um é&cido carboxilico e um alcool (CALVALCANTE et al. 2015). As reacdes de
esterificacdo sdo aplicadas de diversas maneiras na industria quimica, de alimentos e
farmacéutica (PAPADAKI et al. 2017; SA et al. 2017).

Na industria os ésteres sdo produzidos utilizando &cidos inorganicos como catalisador
homogéneo, principalmente o acido sulfurico, dessa forma, esses catalisadores geram uma
quantidade consideravel de residuos acidos, que necessitam de um pos-tratamento para que seja
realizada apropriadamente seu descarte. O &cido sulfarico também é altamente corrosivo e
toxico, tornando a reacdo pouco atrativa industrialmente (BONDIOLI, 2004). Uma alternativa
mais ambientalmente sustentavel é a utilizacdo de enzimas como catalisador na producdo de
ésteres. As enzimas sdo biocatalisadores ndo toxicos e com alta versatilidade na catélise de
reacOes utilizando condi¢Ges amenas, tém alta eficiéncia, quimio-, régio- e estéreo-seletividade,
possuem uma ampla matriz de substratos e capacidade de realizar reacGes organicas em
diversos meios reacionais (SHINDE; YADAYV, 2014; BADGUJAR; BHANAGE, 2015). Os
ésteres podem ser sintetizados por diferentes rotas como epoxidacdo (AOUF et al. 2014, KERN
et al. 2016), transesterificacdo (KERN et al. 2016), hidroesterificacdo (BRESSANI et al. 2014)
e esterificacdo direta (STEPANKOVA et al. 2013; SALIMON; SALIH; YOUSIF, 2010). Essas
reacOes sdo catalisadas principalmente por catalisadores homogéneos (acidos e bases
inorganicas, enzimas sollveis, etc) ou catalisadores heterogéneos (resinas, enzimas
imobilizadas, etc) (PANCHAL et al. 2017).

Epoxidacao € uma reagdo muito importante para 0s acidos graxos nao saturados, € uma
reacdo de funcionalizacdo das duplas ligacdes C-C para melhorar a estabilidade oxidativa,
lubrificagdo e o comportamento em baixas temperaturas dos biolubrificantes (REEVES;
SIDDAIAH; MENEZES, 2017). Os métodos variam de acordo com a natureza dos reagentes e
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os catalisadores que sdo utilizados. A reacdo de epoxidacéo in situ ocorre principalmente em
duas etapas: primeiro ocorre a formacgdo do perdxi-acido, e entdo ocorre a reagdo do peroxi-
acido com a ligacdo dupla ndo saturada. A instauracdo etilénica entdo € convertida em um
epoxido, dependendo de diversos fatores, como a proporcao da instauracéo etilénica no acido
carboxilico, temperatura, catalisador, concentracdo do catalisador, agitacdo e tempo de adicdo
do H202 (PANCHAL et al. 2017). S&o reacOes de alquenos peroxidos &cidos, formando grupos
epoxidos, a reacdo € seguida pela abertura do anel epoxidado, tal como um processo de
esterificacdo, convencionalmente os métodos de epoxidacdo sdo catalisadas com a utilizacao

de resinas, enzimas e metais (ZAINAL et al. 2018).

— Lipase —
R (CH,)n - COOH R (CH,)n - COOOH R (CH,)n - COOH
H,O, H,O
Figura 2 - Reacéo de epoxidacgéo catalisada por lipase.
Fonte: AOUF et al. 2014.

Uma outra rota que € amplamente utilizada para a obtencdo de ésteres, consiste na
hidroesterificacdo (BRESSANI et al. 2014). Hidroesterificacdo € um processo que envolve uma
etapa de hidrdlise seguido de uma etapa de esterificacdo. A hidrolise consiste de uma reagdo
guimica entre a gordura ou 6leo com agua, produzindo glicerina e acidos graxos (incluindo,
mono e diglicerideos). Apos a hidrolise, a glicerina é removida e o0s &cidos graxos obtidos sdo
entdo esterificados utilizando um &lcool, que neutraliza a acidez presente no produto,
sintetizando ésteres com alto grau de pureza. Um dos subprodutos obtidos na reacdo, é a agua,
que pode ser reutilizada no processo de hidrolise (MACHADO et al. 2016; AGUIEIRAS et al.
2014).

R4 OR5 R4 OH
Hidrolise \\C/ + H,O — \C/ + R,——OH
O O
R4 OH R4 OR,
E . _ \\C/ + Rz OH —0= \C / -+ H20
sterificacdo | | | |
O (@)

Figura 3 - Exemplo das etapas da reacdo de hidroesterificacéo.
Fonte: AOUF et al. 2014.
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Transesterificacdo é uma reacdo na qual um éster é transformado em outro éster por
meio da troca do grupo alquil. A transesterificacdo de 6leos vegetais auxilia na sintese de uma
variedade de ésteres de alquila de &cidos graxos, por meio da reacao de 6leos vegetais com uma
variedade de alcoois com diferentes tamanhos de cadeias (PANCHAL et al. 2017). A
estequiometria da reacdo requer um mol de triglicerideo e trés mols de alcool, onde esse excesso
é utilizado para otimizar a quantidade de alquil éster produzido e ajudar na separacao do produto
final do glicerol formado. A reacdo pode ser catalisada por &cidos, bases ou enzimas, 0s ésteres
produzidos provenientes dos Oleos naturais podem ser utilizados como lubrificantes
(PANCHAL et al. 2017). A reagdo aumenta a termo estabilidade do lubrificante, evitando sua
autopolimerizacéo para formar &cidos graxos livres (ZAINAL et al. 2018).

Ra

o7 o H H,C HaC HaC
] /4-40 Catalisador OH \0 \ a \O
+ 3 [H;C -0 H] _— + “+ + /
R1 R2 RB_\
3 O

- 0 Q

(T\ HO
A

R; o

Triglicerideo Metanol Glicerol Esteres Metilicos

Figura 4 - Reacdo quimica do processo de transesterificagéo.
Fonte: ZAINAL et al. 2018.

2.3 Esterificacdo catalisada por lipases

As lipases (triacilglicerol hidrolases EC 3.1.1.3) desempenham um importante papel na
sintese organica de ésteres utilizados na industria de biolubrificantes (REEVES; SIDDAIAH,;
MENEZES, 2017; ZAINAL et al. 2018). Elas sdo enzimas responsaveis pela hidrolise de
lipideos em acidos graxos e glicerol, e quando em contato com ambientes com baixa
concentracdo de agua e/ou na presenca de solventes organicos, as lipases séo capazes de
catalisar reacOes de biotransformacéo, tais como transesterificacdo, hidroesterificacdo e a
interesterificagdo (ADLERCREUTZ, 2013; LAGE et al. 2016). As lipases sdo abundantes na
natureza e sdo encontradas em diversos organismos e tecidos, sendo que uma das fontes mais
importantes de lipases utilizadas para aplicac6es industriais sdo os fungos, as leveduras e as
lipases provenientes de fontes microbianas (GUPTA et al. 2015; ADLERCREUTZ, 2013).

Os ésteres podem ser produzidos tanto quimicamente quanto por enzimas, entretanto,

quando catalisado por enzimas essa reagao apesar de complexa possui inlmeras vantagens: a
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reacdo € muito mais seletiva, apresenta alta especificidade e baixo impacto ambiental, o
consumo de energia € mais baixo, pois a reacdo pode ser realizada em condi¢cdes amenas, a
reacao ocorre com auséncia de subprodutos toxicos, etc. As lipases s@o as preferidas para esse
tipo de reacdo, devido a sua alta atividade, estabilidade e capacidade de utilizar uma grande
faixa de substratos (SILVA et al. 2015). A utilizagdo de lipases de diferentes fontes na sintese
de ésteres por esterificacdo de &cidos graxos com &lcoois, 0s quais podem ser utilizados como
lubrificantes, tem sido amplamente reportada pela literatura.

No trabalho de Akerman et al. (2011a), a sintese do oleato de trimetilopropano por
esterificagdo de trimetilopropano (TMP) e &cido oleico foi catalisada por lipase B da Candida
antarctica imobilizada comercialmente disponibilizada pela Novozymes (Novozym® 435). Nas
condicdes experimentais empregadas, o rendimento da reacdo para a formacéo do tri éster foi
de 80% em 24 h de reacdo. O produto se mostrou um bom lubrificante e de baixo impacto
ambiental, também foi constatado que a formacao do tri-éster foi facilitada quando a reagéo foi
exposta a altas temperaturas e com grande quantidade do biocatalisador. Porém, o processo
demandou uma alta temperatura (70°C). Nessa temperatura, do biocatalisador teve uma perda
de 20% de eficiéncia ap0s 24 h e de 50% ap6s 94 h de reacéo.

Em um subsequente estudo, diferentes ésteres foram também produzidos por
esterificacdo de trimetilolpropano (TMP) com acidos carboxilicos de C5 a C18, utilizando
diversos catalisadores heterogéneos, dentre eles a lipase B da Candida antarctica, imobilizada
em matriz de polimetilmetacrilato (Akerman et al., 2011b). A lipase ndo demonstrou atividade
na sintese do éster quando utilizado o &cido C5, porém a enzima mostrou melhoras significantes
em sua atividade, conforme a cadeia do &cido aumentava. A reacdo ocorreu a 70°C e a
estequiometria foi de 1,5 mol de &cido oleico (90%) e 0,5 mol de TMP. Observando a sintese
do ester-C18, a producdo por rota enzimatica foi similar aos outros catalisadores heterogéneos
(quimicos classicos).

Num estudo recente reportado por Lage et al. (2016), utilizando a lipase de
Thermomyces lanuginosus (LTL) imobilizada em particulas mesoporosas de poli-
metacrilato(PMA) por adsorcao fisica, realizou a sintese de oleato de isoamila para ser utilizado
como biolubrificante. De acordo com os resultados a conversdo maxima foi por volta de 85%,
e alcancada apos 30 min de reacdo sob agitacdo continua (200 rpm), razdo molar &cido:alcool
de 1:1, 45°C e concentracao de biocatalisador de 20% m/v na qual foi preparado utilizando 100
mg de proteina/g de suporte. Nas condi¢Oes ideias de reacdo, o biocatalisador manteve sua

atividade inicial por vinte dois ciclos, perdendo 8,6% da sua atividade subsequentemente.
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Bassi et al. (2016) sintetizaram oleato de n-octila por esterificagdo enzimética do acido
oleico e n-octanol em meio isento de solvente. Os autores empregaram lipases de pancreas suino
(PLL), Mucor javanicus (MJL) Candida sp. (CALA), Rhizomucor miehei (RML) e a
Thermomyces lanuginosus (LTL) imobilizadas via adsorcdo fisica em particulas de poli-
metacrilato (PMA) como biocatalisadores. Dentre eles, PMA-LTL foi o que obteve a maior
atividade catalitica na hidrdlise de emulsdo de azeite de oliva (217,8 £ 1,1 Ul/g) e concentracdo
de proteina imobilizada (37,5 £ 0,4 mg/g). A sua atividade também foi a mais elevada na sintese
do oleato de n-octila e uma conversdo de 95,1% * 1,3% ap06s 60 min de reacdo a 45°C e 10%

m/v de LTL-PMA, razdo molar do &cido oleico e o n-octanol de 1:1,5 foi observada.

2.4 Imobilizacdo de lipases por adsorcao fisica

O uso de biocatalisadores homogéneos (enzimas) acarreta em algumas desvantagens
econdmicas sob o processo industrial devido a sua baixa estabilidade em contato com solventes,
a altas temperaturas, mecanica e operacional, e devido ao fato de ndo poder ser reutilizado no
processo, que levam ao aumento do custo na producdo. Para superar essas limitacdes, foi
realizado o desenvolvimento de novas técnicas avangadas de imobilizacdo oferecendo uma
gama de vantagens processuais que diminuem o custo de producdo, aumentam a atividade,
especificidade e seletividade do biocatalisador, aumentam sua estabilidade estrutural, e a
separacdo do biocatalisador do meio reacional torna-se mais facil, podendo ser recuperado e
entdo reutilizado devido a suas caracteristicas heterogéneas, diminuindo assim o custo de
producdo (BADGUJAR; BHANAGE, 2015; FERRAZ et al. 2015; ADLERCREUTZ, 2013,
VENDITTI et al. 2015; NARWAL et al. 2016). As principais desvantagens do processo de
imobilizacdo de enzimas sdo: possiveis alteracGes na conformacao natural da enzima e o alto
custo dos suportes utilizados durante o processo de imobilizacdo (SHELDON; PELT, 2013).

A imobilizacdo de enzimas pode ser realizada de diferentes maneiras. Os tipos de

imobilizacdo podem ser classificados de diversas maneiras como mostrado na Figura 5.
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Figura 5 - Técnicas de imobilizacdo enzimética.
Fonte: ZHAO et al. 2015.

Como podemos ver na Figura 5 os métodos de imobilizacdo podem ser divididos em
trés categorias: ligacdo cruzada, aprisionamento e ligacdo direta a um suporte (SHELDON;
PELT, 2013). Cada método pode influenciar a enzima e as suas propriedades como atividade,
estabilidade e seletividade (HANEFELD; CAO; MAGNER, 2013). O tipo de imobilizacéo por
ligacdo cruzada oferece alta estabilidade, mas pode causar um alto impedimento estérico pelo
substrato, impossibilitando 0 mesmo de alcangar a sitio ativo da enzima (ZHOU et al. 2014).
Enquanto a imobilizagdo enzimatica por aprisionamento em microesferas ou membrana ocorre,
frequentemente, a ineficiéncia do contato entre a enzima e o0 meio reacional onde encontra-se 0
substrato (CHEN et al. 2011; KLEIN et al. 2011). Por altimo, o método baseado em adsor¢ao
fisica na superficie dos suportes insoltveis em agua (WU; LIA, 2008) causando pouca ou
nenhuma mudanca conformacional da estrutura da enzima ou destruicdo do seu sitio ativo. E
um método mais simples e barato se for utilizado um suporte adequado.

O método de adsorcao de enzimas faz o uso de interacdes fisicas geradas entre o suporte

e a enzima que incluem, forcas de van der Waals, interagdes ibnicas e ligagdo de hidrogénio.
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As enzimas podem ser imobilizadas em diferentes tipos de materiais, organicos ou inorganicos
(JESIONWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014). Dos materiais inorganicos porosos, 0 mais
comumente utilizado para a imobilizacio de enzimas por adsorcéo fisica é a silica (porosa). E
um método amplamente utilizado devido a sua simplicidade, pois a silica ndo necessita de uma
funcionalizacdo prévia de sua superficie (HARTMANN; KOSTROV, 2013). Porém, as
enzimas, por estarem somente adsorvidas na superficie da silica podem sofrer com mudancas
em sua estrutura, desencadeadas por alteracdes menores das condicGes de reacdo, como
alteracdes de temperatura, pH, ou variagdes na concentracao do substrato. Para resolver esse
tipo de problema, foram propostas diferentes mudancgas na estrutura da superficie da silica para
melhorar a ligagdo entre a enzima e o suporte (HARTMANN; KOSTROV, 2013). Um dos
exemplos é melhorar as interacfes eletrostaticas entre a enzima e o suporte, estudos recentes
(ZHOU; HARTMANN, 2012) mostraram que as interacGes eletrostaticas entre a superficie do
suporte e a enzima, tornaram-se mais fortes quando a adsorcao foi realizada em um pH, onde a
enzima possuia uma carga carregada positivamente e o suporte de silica possuia uma carga
negativa (HARTMANN; KOSTROV, 2013).

Na Figura 6 podemos observar diferentes tipos de modificacdo na superficie da silica
que podem alterar o0 modo com que O suporte interage com a enzima por interacoes
eletrostaticas.
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Figura 6 - Funcionalizacdo de silica mesoporosa com diferentes grupos funcionais.
Fonte: Adaptado de HARTMANN; KOSTROV, 2013.

A escolha do suporte € muito importante, a hidrofobicidade ou hidrofilia do suporte tera
uma forte influéncia no comportamento de imobilizagéo e na atividade catalitica da enzima
imobilizada (HARTMANN; KOSTROV, 2013). As lipases ttm como determinante suas
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interacOes hidrofobicas. Sorensen et al. (2010) imobilizaram LTL em suportes hidrofilicos e
hidrofébicos e foi observada que a atividade especifica da lipase em suporte hidrofobico, da
ordem de 14 EU/min, foi superior aos valores obtidos para suporte hidrofilico (5,5 EU/min),
mesmo que 0 carregamento tenha apresentado o inverso — o suporte hidrofilico obteve um
carregamento de proteina imobilizada de 1,30 mg/g enquanto o suporte hidrofébico de 0,77
mg/g. Os autores atribuem estes resultados as diferentes estruturas dos suportes como tamanho
e a quantidade dos poros e, consequentemente, a problemas de transferéncia de massa.

Neste sentido, o objetivo deste mestrado foi sintetizar um éster com propriedades
lubrificantes como oleato de decila por esterificagdo direta de acido oleico e decanol. A selecdo
deste éster como modelo de reagdo é devido a sua aplicacdo na cosmetologia (RANI et al.,
2015; ACME-HARDESTY, 2018). A producdo do éster foi catalisada por lipase de
Thermomyces lanuginosus (LTL) imobilizada via adsorc¢éo fisica (interacGes ibnicas) em um
suporte preparado a partir da funcionalizagdo de SiO2 com grupos aminopropil empreando 3-
APTES como agente de silanizacdo. O suporte testado foi obtido a partir do tratamento
hidrotérmico de casca de arroz. A estratégia proposta neste projeto é bastante atrativa em
virtude da relevancia da aplicacdo de enzimas imobilizadas na sintese de importante compostos
do ponto de vista industrial como biolubrificante. O suporte empregado foi obtido de um
residuo agroindustrial facilmente encontrado no Brasil que tem sido amplamente usado na
construgéo civil. E importante ressaltar que a estratégia proposta ainda nio foi reportada pela

literatura especilizada, mostrando o carater inovador deste projeto.



27

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A lipase de Thermomyces lanuginosus (LTL) foi comprada da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Os reagentes, a casca do arroz foi adquirida da empresa Arroz Rei de Ouro Ltda.
(Itajuba, MG, Brasil). 3-aminopropil-trietoxisilano (3-APTES) e Rosa de Bengala foram
comprados da Sigma-Aldrich. Alcool 1-decanol, acido oleico comprado da Sigma-Aldrich. A
peneira molecular UOP de 3 A (forma de bast&o e tamanho 1/16 pol) foi adquirida da Fluka
Analytical (St. Louis, MO, EUA). A albumina sérica bovina foi adquirida da Bio-Rad
Laboratories Inc. (Hercules, CA, EUA). A goma arébica foi comprada da Synth® e o 6leo de
oliva (baixa acidez-Carbonel) foi adquirido em mercado local (Alfenas, MG, Brasil). Os demais
produtos quimicos e solventes organicos foram de grau analitica adquiridos da Synth®e Vetec
Quimica Ltda. (S&o Paulo, SP, Brasil).

3.2 Preparacao das particulas de silica via processo hidrotérmico

As particulas de silica foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por
Zhang et al. (2017), com pequenas modificagdes. Inicialmente, as cascas de arroz foram secas
durante a noite em um forno a 80°C. 30 g de casca de arroz secas foram submetidas a refluxo
com 400 mL(v/v) de solucdo de dgua deionizada com &cido cloridrico (35% m/m) na proporc¢éo
de 9:1, respectivamente, durante 2 horas a 120°C para remocao das impurezas metalicas. As
cascas de arroz tratadas foram filtradas, lavadas cuidadosamente com &gua deionizada e
calcinadas em um mufla a 700°C durante 4 horas para produzir particulas de SiO> (silica). A

porcentagem de producéo de SiO> foi de 11,2 + 1,1% com base na massa seca inicial.

3.3 Funcionalizagdo das particulas de silica com precursor alcoxisilano

A preparacdo do Amino-SiO usando 3-APTES foi realizada segundo a metodologia
descrita por Vescovi et al (2016). Uma suspensédo contendo 1g de SiO2 seco e 20 mL de uma
mistura de precursor de alcoxisilano 3-APTES e tolueno (na propor¢éo de 3-APTES: tolueno
de 1:10 v/v) foi mantida sob refluxo durante 4 horas a 120°C. O suporte funcionalizado foi

filtrado em um funil de Buchner a vacuo, usando papel de filtro Whatman no. 41, e
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cuidadosamente lavado com acetona, etanol e gua destilada. Apds a lavagem, o suporte foi
mantido a 40°C por 24 h em estufa de secagem.

3.4 Caracterizacao das particulas de silica funcionalizadas e ndo funcionalizadas

Os dados de Difracdo de Raio X (DRX) foram coletados no difratbmetro Empyrean
Panalytical usando radiagio CuKa (A=1,5418 A) na faixa de 20=5-50°. Analises de
termogravimetria (ATG) foram realizadas com unidade SD Q600 (TA Instrumentos). As
amostras (10 mg) foram examinadas em atmosfera de ar sintético no intervalo de 30 a 900 °C
com rampa de aquecimento de 10 °C/min. Imagens de microscopia eletronica de varredura
(MEV) foram adquiridas no equipamento Quanta 200 FEI sob vacuo operando na voltagem de
5kV. As amostras secas utilizadas para analises de MEV foram revestidas com uma fina camada
de ouro (10 nm). A &rea superficial especifica foi determinada por adsorcéo de nitrogénio a 77
K utilizando o método Brunauer-Emmett-Teller (B.E.T), fisisor¢cdo de N2, com instrumento
LMA-sorp com desgaseificacdo a 250 °C por 4 horas antes da analise. O modelo Barrett-Joyner-
Halenda (BJH) foi aplicado para determinar o volume de poro e o diametro médio de poro.
Imagens de microscopia de forca atbmica (MFA) foram adquiridas usando microscopio Cypher
Es (Asylum Research) com area superficial escaneada de 1 x 1 um.

A hidrofobicidade do suporte foi determinada por método de adsorcéo do corante Rosa
de Bengala de acordo com a metodologia descrita por Vescovi et al (2016) com pequenas
modificagdes. 15 mL de solucdo do corante Rosa de Bengala (500 pg/mL) previamente
preparada utilizando &gua deionizada foram incubados com 0,1 g do suporte em um agitador
orbital sob agitacdo continua (200 rpm) a 25 °C por 24 horas. A absorbancia obtida do
sobrenadante antes e ap0s o processo de adsorcao foi medida espectrofotomicamente a 549 nm.
A concentracdo do corante adsorvido foi determinada utilizando a curva de calibracdo no

intervalo de 0,25 a 5 pg/mL (R? = 0,99988). Estes testes foram realizados em triplicata.

3.5 Procedimento de imobilizacdo da LTL via adsorcdo fisica

O procedimento de imobilizagdo da LTL em Amino-SiO; foi realizada de acordo com
prévios estudos realizados no Laboratorio de Bioprocessos da UNIFAL-MG (MIRANDA et al.
2014; ALVES et al. 2017). O procedimento de adsorcdo consistiu na preparagédo de uma

suspensdo contendo solugédo de LTL previamente preparada com solugdo tampdo e suporte na
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proporcdo de 1:20 (m/v) (suporte/solucdo de LTL). A suspensdo foi mantida a 25°C por
incubacdo em shaker orbital (200 rpm). A quantidade de enzima imobilizada foi de 5 mg/g de
suporte. O biocatalisador preparado foi filtrado sob vacuo em funil de Buchner com papel filtro
Whatman n° 41 e lavado exaustivamente com agua destilada. O processo de adsorcédo foi
monitorado através da concentracdo de proteina desaparecida do sobrenadante. Apos a
imobilizacdo, o biocatalisador preparado foi estocado a 4 °C por 24 h. Neste estudo, 0s
biocatalisadores foram preparados em baixa forca idnica (solucdo tampéo de 5 mM) para evitar
uma possivel competicdo entre os ions obtidos na solu¢do enzimatica e com grupos iénicos

provenientes da estrutura da enzima que interagem com a superficie do suporte.

3.5.1 Efeito da funcionalizacéo do suporte

O efeito da modificacdo quimica do suporte nos parametros de imobilizacdo foi
avaliado pelo uso da silica ndo funcionalizada (SiO2) em comparacao ao suporte funcionalizado
(Amino-SiOz). O procedimento de adsor¢éo foi realizado em tampéo acetato de sédio pH 5,0
(5 mM) com carregamento inicial de proteina de 5 mg/g para evitar problemas difusivos por 15

h de incubacéo a 25°C e 200 rpm.

3.5.2 Efeito do pH

O efeito do pH entre 3 e 9 com forca idnica de 5 mM (tampéo acetato de sodio pH 3,0,
4,0, 5,0, tampdo fosfato de sodio pH 6,0, 7,0, 8,0 e tampdo carbonato de sédio pH 9,0) nos
parametros de imobilizacdo também foi estudado. O carregamento de proteina foi de 5 mg/g de
suporte. As suspensdes foram mantidas sob agitacdo (200 rpm) por 15 h em shaker orbital a
25°C.

3.5.3 Efeito da temperatura
O efeito da temperatura nos parametros de imobilizacdo foi estudado no intervalo de 5

a 25°C, com incremento de 5°C. O procedimento de adsorc¢éo foi realizado utilizando tampé&o
pH 4,0 e a suspensdo enzima:suporte foi também mantida sob agitagéo de 200 rpm por 15 h.
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3.5.4 Efeito do carregamento inicial de proteina: Estudos de isoterma de adsorg¢éo

O efeito do carregamento inicial de proteina variando de 5 a 40 mg/g de suporte foi
avaliado com o intuito de verificar a maxima concentracdo de proteina adsorvida. A adsorcao
foi realizada em pH 4,0 tampéo acetato de s6dio 5 mM por 15 h de incubagéo, 200 rpm e 25°C.
Neste estudo, 5 diferentes modelos ndo lineares de isotermas foram ajustados aos dados
experimentais como Langmuir (Eqg. (1)), Freundlich (Eqg. (2)), Temkin (Eq. (3)), Sips (Eg. (4))
e Redlich-Peterson (Eq. (5)) (ALVES et al., 2017).

q. = mecxCe @
° K_+C,
2
qe:KFXCe% ()
3
6. =KL xIn(A, xC,) “
b,
q KSXCeﬁS 4)
° 1+a,xC/>
q = Kg xC, ()
° 1+a,xCS°

Em que: ge é a capacidade de adsorcdo no equilibrio (mg de proteina/g de suporte); Ce é
definido como a massa residual de proteina por unidade de volume de solucdo de lipase (mg
proteina/mL); gmax € @ capacidade de maxima de adsorcdo (mg proteina/g suporte); K. € a
constante de Langmuir relacionada a energia de adsorcdo (mL/mg proteina); Kr é a constante
isotérmica de Freundlich (mL/mg suporte); n € o expoente de Freundlich (admensional); R é a
constante universal dos gases (8,314 x 10 kJ/mol.K); T é a temperatura experimental (298,15
K); At é a constante de ligacdo ao equilibrio isotérmico de Temkin (mL/g suporte); bt € a
constante isotérmica de Temkin (J/mol); Ks € a constante de modelo isotérmico de Sips
(mL/mg); fsé o expoente de Sips (sem dimensao); as € a constante modelo de Sips (mL/mg);
Kr € a constante isotérmica de Redlich-Peterson (mL/mg); or é a constante isotérmica de
Redilch-Peterson (1/mg); g é o expoente de Redilch-Peterson (admensional);

O modelo isotérmico que melhor descreve a adsor¢do da LTL no suporte Amino-SiO>

foi baseado na determinagéo do coeficiente de correlagdo (R?), a partir de regressdo ndo linear
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e da média dos erros relativos (MER). A média entre os erros relativos e os valores preditos foi
calculada usando a Eq. (6) (FOO; HAMEED, 2010):
exp calc‘ (6)
N _
vER =100 q; —0
N = lep
t

i
Em que: g e g sdo os carregamentos experimentais e calculados de proteina em

determinados tempos de incubagdo t, respectivamente, e N € o numero de amostras.
3.5.5 Efeito do tempo de contato : Estudos mecanicos

O efeito do tempo de contato na adsor¢do da LTL foi avaliado quanto as cargas de
proteinas iniciais nas quais a saturacao de suporte foi observada (20 mg/g). O procedimento de

adsorcéo foi conduzido em pH 4,0 a 25°C e 200 rpm.
3.6 Determinacéo dos parametros de imobilizagdo

A concentracdo de proteina foi determinada utilizando o método de Bradford
(BRADFORD, 1976) com Albumina de Soro Bovina como padrdo. Concentracdo de proteina
imobilizada foi determinada (IP — mg/g de suporte) foi calculada segundo a Eq. (7) (LAGE et
al. 2016; ALVES et al. 2017):

_Vx(C,-C,) 7
B m

IP

Em que: V é o volume de solugcdo enzimatica (mL); Co € a concentracdo de proteina inicial
(mg/mL); Ce é a concentracdo de proteina apds imobilizacdo (mg/mL) e m é a massa de suporte
(9).

O método de determinacdo da atividade catalitica da LTL imobilizada foi baseado na
hidrolise da emulsdo do 6leo de oliva (MIRANDA et al. 2014; ALVES et al. 2017). A emulsdo
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 solugédo tampéo fosfato de sodio pH 8,0 (100 mM). 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 por 5 minutos. A reagéo de hidrolise foi iniciada pela adigdo de
0,1 gda LTL imobilizada. Subsequentemente, 10 mL de etanol a 95% m/m foram adicionados
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a esta mistura reacional e titulada com solu¢do de NaOH 30 mM usando fenolftaleina como
indicador para a quantificacdo dos &cidos graxos liberados na reacdo de hidrolise. A atividade
da lipase foi determinada como mostra a Eq. (8). Uma unidade internacional (Ul) de atividade
foi definida como sendo a massa de enzima requerida para liberar 1 pmol de acido graxo livre
por minuto de reacdo. Neste estudo, todos os ensaios foram realizados em triplicata.

_ (Vg =V )xM x10° (8)
txm

AH (IU/g)

Em que: AH é a atividade hidrolitica (Ul/g biocatalisador); Vsé o volume de solu¢do de NaOH
utilizado 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 titulacdo (mol/L),
t € o tempo de reacdo (min) e m é a massa do biocatalisador (g).

A atividade especifica (AE) foi determinada de acordo com a Eq. (9) (LAGE et al. 2016;
ALVES et al. 2017):

9
A _AH ©
Pl

Em que: AH é a atividade hidrolitica aparente do biocatalisador preparado (Ul/g biocatalisador);
Pl € a concentracdo de proteina imobilizada (mg/ g suporte).

A constante de equilibrio (Ke) de adsor¢éo foi determinada como sendo a relacao entre
a concentracdo de proteina imobilizada (PI) e a concentracdo de proteina residual na solucéo
sobrenadante (Ce) no equilibrio, de acordo com a Eq. (10):

Pl 10
< Pl (10)
Ce
A energia livre de Gibbs aparente (kJ/mol) foi calculada como mostrado na Eg. (11):
AG=—RTIn K, (11)

Em que: R é a constante universal dos gases (8,314 x 10-3kJ/mol.K) e T é a temperatura absoluta
de adsorc¢éo (298,15 K).

3.7 Procedimento geral de sintese do biolubrificante oleato de decila

A atividade catalitica do biocatalisador imobilizado em meio organico foi determinada
na sintese de oleato de decila também por esterificacdo de &cido oleico e 1-decanol. A reacao
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foi conduzida em frascos de vidro fechados com capacidade para 100 mL contendo 10 g da
mistura reacional incubada em um banho termostatizado com agitacdo. A reacdo foi iniciada
pela adi¢do de biocatalisador heterogéneo preparado previamente nas condi¢Ges 6timas de
adsorcéo — carregamento inicial de proteina oferecida de 20 mg/g (IP = 12,3 £ 0,1 mg/g). As
amostras foram retiradas da mistura reacional em varios intervalos de tempo (100 pL) para cada
sistema de reacgdo, diluidas em 10 mL de solugdo de alcool (95% m/m) e tituladas com solucéo
de NaOH 30 mM, utilizando fenolftaleina como indicador para determinar a concentracdo de
acido oleico residual e, consequentemente, estimar a porcentagem de conversdo (Y), conforme
Eq. (12) (MIRANDA et al. 2014; LAGE et al. 2016; ALVES et al. 2017):

— 12
Y (%) =(M]x100 o
Ay

Em que: Ao € a concentracdo inicial de acido carboxilico (mM) e As é a concentracdo de acido

carboxilico em determinado tempo de reacdo (mM).

Na Figura 7, mostra um esquema representativo da reacdo de esterificacdo catalisada

por LTL imobilizada via adsor¢do i6bnica em Amino-SiOs.
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Figura 7 - Esquema representativo da reagdo de esterificagdo catalisada por LTL imobilizada em
Amino-SiOs.
Fonte: Do autor.

3.7.1 Efeito dos solventes organicos na sintese do éster

Neste estudo, acetona, terc-butanol, ciclohexano, hexano, heptano e iso-octano foram
utilizados como solventes organicos. Concentracdes estequiometricas de &cido oleico e decanol

foram diluidas em cada solvente orgénico (concentracdo final de 1 M para cada reagente) e
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incubada com 0,6 g de LTL imobilizada (concentracéo de biocatalisador de 10% m/v de mistura

reacional). As suspens@es foram mantidas a 40°C sob continua agitacdo (200 rpm) por 5 h.

3.7.2 Efeito da temperatura de reacdo, concentracdo de biocatalisador e razdo molar
acido:alcool na sintese do éster: Otimizacdo por delineamento central composto
rotacional (DCCR)

Um delineamento experimental completo do tipo 23, consistindo de 18 experimentos
nos quais quatro ensaios no ponto central, seis nos pontos axiais e oito ensaios fatoriais foi
utilizado para otimizar a sintese de oleato de decila realizada em meio de iso-octano. Os niveis
de cada parametro foram escolhidos em testes preliminares realizados em nosso laboratorio. As
reacOes de esterificacdo foram realizadas em ordem aleatoria, mantendo-se fixa a agitacdo (200
rpm) e tempo de reacdo (3 h). Os pardmetros estudados e seus niveis foram temperatura (30 a
70°C), concentracdo de biocatalisador (5 a 25% m/v) e razdo molar de &cido:alcool (1:0,5 a
1:1,5).

A porcentagem de conversdo do éster foi considerada como variavel resposta. Os
resultados experimentais foram analisados ao nivel de 95% de confianga, usando o software
Statistica versdo 5.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA). A significancia estatistica dos
coeficientes de regressao foi determinada pelo teste t. O ajuste do modelo foi expresso pelo
coeficiente de determinacdo (R?) e os niveis de significancia dos modelos foram verificados por
analise de variancia (ANOVA). As superficies de resposta foram plotadas com o intuito de

encontrar as condi¢des 6timas de reacao.
3.7.3 Efeito da agitacao na sintese do éster

O efeito da agitagdo (0, 50, 100, 150, 200 e 240 rpm) na sintese do éster foi estudado
nas condigOes experimentais 6timas (30°C, concentragdo de biocatalisador de 21% m/v, razéo
molar estequiométrica de &cido:alcool de 1 M de cada reagente em meio de iso-octano). O

tempo de reacéo foi fixado em 3 h de incubagéo.

3.7.4 Efeito da concentracéo da peneira molecular na sintese do ester
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O efeito da concentracdo da peneira molecular (0, 5, 10, 15 e 20% m/v de mistura
reacional) foi avaliado nas condi¢bes experimentais Otimas (30°C, concentracdo de
biocatalisador de 21% m/v, 150 rpm e razdo molar estequiométrica de acido:alcool de 1 M de

cada reagente em meio de iso-octano). As reac6es foram realizadas por 2 h de incubacéo.

3.7.5 Efeito do tempo de reacéo na sintese do éster

O efeito do tempo de reacdo na sintese do éster também foi estudado nas condicbes
experimentais 6timas (30°C, concentracgdo de biocatalisador de 21% m/v, 150 rpm, auséncia de
peneira molecular e razdo molar estequiométrica de &cido:éalcool de 1 M de cada reagente em
meio de iso-octano). Além disso, a sintese de oleato de decila foi também realizada em um

sistema isento de solvente organico nestas mesmas condi¢Ges experimentais.

3.7.6 Testes de reuso

Os testes de reuso foram realizados apds 8 sucessivos ciclos de reacdo de 180 min cada,
em um sistema isento de solvente organico a 30°C, concentracdo de biocatalisador de 21% m/v,
150 rpm, auséncia de peneira molecular e razdo molar estequiométrica de &cido:alcool. No final
de cada ciclo, o biocatalisador heterogéneo foi removido por filtracdo, lavado com hexano
gelado para remover moléculas de substrato e/ou produtos retidos em seu microambiente e
ressuspenso em um novo substrato. A porcentagem de conversdo do éster foi determinada ao

final de cada ciclo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, SiO; foi extraido das cascas do arroz e funcionalizada com 3-APTES para
a producdo de um suporte (Amino-SiO>) para ser usado na imobilizagdo de LTL via adsor¢do
ibnica. O esquema representativo da funcionalizacdo e adsorcao da enzima em Amino-SiO; esta

representado na Figura 8.

—3i—0OH
3-APTES
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Adsorcio via interacfes idnicas

Figura 8 - Esquema representativo da funcionalizagdo da SiO; a partir da casca do arroz com 3-APTES
e a adsorcdo fisica da LTL no suporte.
Fonte: Do autor.

A adsorcéo da lipase no Amino-SiO> procedeu via interagdo idnica entre grupos amino
protonados da superficie de suporte (-NHs") com grupo carboxilato terminal e/ou dos residuos
aspartato e glutamato da superficie da enzima (VESCOVI et al. 2017; BERNAL; POVEDA-
JARAMILLO; MESA, 2018). A alta densidade de grupos carboxila na superficie de LTL €
encontrada na regido oposta ao seu sitio ativo (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). Deste
modo, as moléculas de LTL adsorvidas estdo preferencialmente direcionadas para o0 meio
reacional (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; ZHAO et al. 2015).
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4.1 Caracterizacdo das particulas de silica funcionalizada e néo funcionalizada

No presente estudo, varias técnicas foram usadas para mostrar o efeito da
funcionalizacdo nas propriedades do suporte preparado. Os dados de difracédo de raio X obtidos
para a silica ndo funcionalizada e funcionalizada (Amino-SiO3) estdo ilustrados na Figura 9. A
silica obtida demonstrou ser um material amorfo, seu difratograma apresentou caracteristicas
como picos amplos entre 15 e 30° (CUI et al. 2017). Apds a etapa de funcionalizacdo, nédo
foram encontradas mudancas em sua estrutura amorfa. Similares difratogramas foram
reportados em estudos anteriores para particulas de silica funcionalizada e ndo-funcionalizada
(WANG et al. 2011).

Sio

I3

ﬁ-‘«rnin:::-Sii:Z:lE

Intensidade (u.a.)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
26

Figura 9 - Difracéo de raio-X (DRX) de SiO, e Amino—SiO;.
Fonte: Do autor.

Analises de termogravimetria foram realizadas para ambos os suportes (particulas
funcionalizada e néo-funcionalizada) com intuito de confirmar a introducdo das cadeias
carbdnicas (grupos aminopropil) na superficie do suporte. De acordo com a Figura 10, o suporte
ndo-funcionalizado exibiu alta estabilidade térmica e uma perda de massa de 3% a 900°C é
atribuida a condensacao dos grupos silanol (-Si-OH) livres para a producao dos grupos siloxano
(-Si-O-Si) na superficie do suporte com a liberacdo de moléculas de dgua (ASHU-ARRAH,;
GLENNON, 2017). Por outro lado, foram observados trés estagios de perda de massa para o

suporte funcionalizado (Amino-SiOz). O primeiro estagio entre 30 e 120°C é atribuido a perda
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de moléculas de agua adsorvidas fisicamente na superficie de suporte (= 3,8% em massa), 0
segundo de 120 a 270°C parece estar associado a remocdo de moléculas de dgua de composicado
estrutural (=1,2% em massa) e a terceira (cerca de 8,1% em massa), entre 270 e 900°C é devido
a decomposicao de grupos aminopropil introduzidos no suporte. A perda final de massa foi de
13,1% em massa. Estes resultados foram confirmados por anélise elementar.

De acordo com a Tabela 2, a densidade de grupos funcionais para Amino-SiO; foi de
20 pmoles de grupos aminopropil por m? ou 1169 pmoles/g de suporte. Esta alta densidade de
grupos aminopropil deve-se ao fato de que o volume molecular de 3-APTES ser baixo. Estes
resultados estdo de acordo com aqueles relatados em um estudo anterior usando SiO, comercial
(VESCOVI et al., 2016).

Perda de massa (% m/m)

- SiO2
— Amino-SiO2

84 T T T T T T T T T T T
150 300 450 600 750 900
Temperatura (°C)

Figura 10 - Analise de termogravimetria (TGA) para SiO, e Amino-SiO, em atmosfera de ar sintético.
Fonte: Do autor.

Microscopia de forca atdbmica (MFA) é uma técnica importante para a obtencao
topografia superficial (ZDARTA et al. 2017). Imagens 3D da topografia da SiO; néo-
funcionalizada e funcionalizada com 3-APTES sdo mostradas na Figura 11. Os parametros de
rugosidade media (Rm), rugosidade quadratica média (Rgm) e altura (Z) foram estimados e

sumarizados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Propriedades de SiO2 e Amino-SiOa.

Pardmetros SiO; Amino-SiO;
Distribuicéo de tamanho de particula (um) 78,5-453,1 78,5-453,1
Tamanho médio de particula (um) 269,1 269,1
Rugosidade média (hm) 25,5 4,3

Altura media (hm) 8,1 1,2

Area superficial (m?/g) 222,1 57,7
Volume de poros (cm®/g) 0,38 0,15
Diametro médio de poros (A) 36,4 36,0
Densidade de grupos amino (umoles/g) 0 1169
Densidade de grupos amino (umoles/m?) 0 5

Corante RB adsorvido (mg/g) 2604 71,7+ 0,5
Corante RB adsorvido (ug/m?) 116+18 1242,4 + 54,1

Fonte: Do autor.

De acordo com a Figura 11, a silica ndo-funcionalizada mostrou maior altura e
rugosidade (em termos de Rm e Rgqm). 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 altura apds a funcionalizagdo
com 3-APTES foi observada. Estes resultados sdo atribuidos a introducdo de novos grupos
funcionais (aminopropil) na superficie do suporte que levou a formacéo de uma superficie mais

homogénea, o que foi confirmado pelas anélises de MEV E MFA.
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Figura 11 - Imagens tridimensionais de MFA.
Legenda: a) para SiOx.
b) para Amino-SiO,,
Fonte: Do autor.

Andlises de MEV também foram realizadas para demonstrar o efeito da
funcionalizacdo nas propriedades fisicas dos suportes preparados (Figura 12). Como

pode ser observado, a superficie externa da SiO; extraida da casca do arroz € coberta por
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pequenas cupulas irregulares bem alinhadas (aumento de 500 x — Figura 12(A)). Imagens
similares de MEV para SiO2 da casca do arroz foram reportadas em estudos anteriores
(WANG et al. 2011; KE et at. 2016). De acordo com as imagens de MEV com aumento
de 20000 x, é possivel observar a formacdo de uma superficie mais homogénea apos a
etapa de funcionalizagdo com 3-APTES (Figura 12(C)). Estes resultados estdo de acordo
com aqueles previamente reportados para MFA (WANG et al. 2011; KE et at. 2016).

Figura 12 - Imagens de MEV.
Legenda: a) para SiO, magnitude de 500 vezes;
b) para SiO, magnitude de 20000 vezes;
¢) para Amino-SiO; magnitude de 20000vezes.
Fonte: Do autor.

A anélise de fisissor¢do de nitrogénio foi usada para caracterizar a estrutura dos
poros de SiO; ndo-funcionalizada e funcionalizada com 3-APTES. Os resultados
sumarizados na Tabela 2 mostraram que a area superficial especifica das particulas de
silica ndo funcionalizada é de 222,1 m?/g. Ap0s a etapa de funcionalizac&o, foi observada
uma reducéo da &rea superficial especifica e do volume médio dos poros, como esperado.

De acordo com a classificacdo da IUPAC, o diametro médio de poros entre 2-50
A é caracteristico de um material mesoporoso, enquanto que tamanho de poro acima de
50 A é considerado um material macroporoso. O didmetro médio dos poros do suporte
n&o funcionalizado e funcionalizado foi de 36 A, mostrando que os suportes preparados
sdo de natureza mesoporosa (Tabela 2). Estes resultados sugerem que a funcionalizacao
do suporte tenha sido preferencialmente realizado na superficie externa da SiO: e por esta
razdo ndo foi observada uma redugdo do didmetro médio dos poros. LTL é uma enzima
com didmetro molecular médio de 53,2 A (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010), ou seja,
1,5 vezes maior que o didametro médio do suporte. Estes resultados mostram que a
adsorcao da enzima foi preferencialmente na superficie externa do suporte.
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A hidrofobicidade de um suporte é uma importante caracteristica a ser utilizada
na imobilizacéo de lipases (ZOU et al. 2014; ASHU-ARRAH; GLENNON, 2017; LIMA
et al. 2015). Neste trabalho, a caracterizacdo da hidrofobicidade para SiO2 nao
funcionalizada e funcionalizada com 3-APTES foi realizada empregando o meétodo
classico de adsorc¢do do corante Rosa de Bengala (RB) (VESCOVI et al. 2016; VESCOVI
etal. 2017). Os resultados foram expressos em quantidade de massa de corante adsorvida
por unidade de area superficial especifica (Tabela 2). Como esperado, a funcionalizacédo
com 3-APTES aumentou a capacidade do suporte de adsorcdo do corante RB.

De acordo com os resultados sumarizados na Tabela 2, a maior capacidade de adsorcéo
de corante foi obtida usando Amino-SiO2, cerca de 107 vezes maior que o0 SiO2 néo
funcionalizado. A interacdo do corante RB com o suporte ocorreu por meio de interagdes
ibnicas com as cargas negativas existentes em sua estrutura quimica (YING et al. 2016;
YOSHIMURA et al. 2017). Com base nesses resultados, a maior capacidade de adsorgédo de
corante RB usando Amino-SiO2 pode ser devido a interacdo ibnica intensa entre cargas
negativas de corante RB e cargas positivas deste suporte (-NHs*), indicando assim que é um

suporte anidnico, como anteriormente ilustrado na Figura 8.

4.2 Efeito da funcionalizacédo de SiO2 na adsorcéo de LTL

O efeito da funcionalizacdo das particulas de SiO> com 3-APTES (Amino-SiO>) foi
inicialmente avaliado. Neste trabalho, SiO> ndo funcionalizada também foi utilizada como
suporte. Os pontos isoelétricos (pl) de SiO2 da casca do arroz e LTL sdo em pH 1,0 (PINEDA-
VASQUEZ et al. 2014) e 4,4 (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010), respectivamente. Nestes
experimentos, a adsorcdo da LTL em silica ndo funcionalizada foi realizada em tampao acetato
de sédio pH 5,0. Nesta condicdo, tanto as superficies do suporte quanto da LTL estdo carregadas
negativamente e isto pode promover repulsao eletrostatica entre as duas estruturas. Isto sugere
que a adsorcéo da enzima na superficie do suporte ndo funcionalizado seja preferencialmente
atribuida as forgas de van de Waals e/ou liga¢des de hidrogénio entre os grupos hidroxil ou tiol
da superficie da enzima (residuos de tirosina, cisteina e treonina) e 0s grupos silanos
desprotonados. No entanto, algumas interacGes idnicas entre 0s grupos amino terminal e/ou
amino protonados dos residuos de lisina (pKa~=10,7) e arginina (pKa=12,5) e grupos de silanol

desprotonados a partir da superficie de SiO, também podem ser esperados.
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, é possivel observar que a
funcionalizagdo com 3-APTES permitiu a criacdo de um microambiente mais favoravel para a
adsorcdo da LTL devido a sua maior capacidade de adsorcdo. Além disso, o biocatalisador
preparado exibiu também maior atividade hidrolitica devido a melhor acessibilidade das gotas
de 6leo da mistura reacional para a superficie do biocatalisador, como reportado no item 5.1,
na qual pode ser confirmada com os valores de atividade hidrolitica e especifica. Além disso, o
processo de adsorcdo foi mais espontaneo usando o suporte funcionalizado. O suporte
funcionalizado foi mais ativo na hidrdlise do 6leo de oliva porque ele obteve uma concentragédo
de proteina superior da ordem em 47% quando comparado com o suporte ndo funcionalizado.
Estes resultados confirmam a promissora aplicacdo do suporte funcionalizado na preparacao de
biocatalisadores imobilizados com alta concentracdo de proteina imobilizada e alta atividade
catalitica. Consequentemente, estudos subsequentes serdo realizados utilizando o suporte

funcionalizado.

Tabela 3 - Pardmetros de imobilizagdo de LTL em SiO2 e Amino-SiO; (adsorcao fisica em
tampdo acetato de sodio pH 5,0 com forca idnica de 5 mM, 25°C e carregamento

inicial de proteina de 5 mg/g de suporte).

Suporte PI? CeP AH® AEY Ke® AG'
(mg/g) (mg/g) (Ul/g) (Ul/mgey) (kJ/mol)

SiO2 32+0,2 9,5x107? 79,755 25,0+ 2,7 33,7 -8,7

Amino-Si02 4,7+01 1,1x10? 443,7+9,8 92,5+3,3 436,4 -15,1

Legenda: a) — Proteina imobilizada;
b) — proteina residual no sobrenadante de imobilizagdo no equilibrio;
c) — Atividade hidrolitica;
d) — Atividade especifica;
e) — Constante de equilibrio;
f) — Energia de Gibbs.
Fonte: Do autor.

4.3 Efeito do pH na adsorcéo de LTL

O efeito do pH na preparacao de biocatalisadores imobilizados foi avaliado de 3,0 a 9,0,
como mostrado na Tabela 4. LTL soltvel foi incubada nestas condi¢es (ensaios controle) e
nenhuma diminuicdo de sua atividade inicial foi observada durante 15 h de incubacdo (dados
ndo apresentados). Com relacéo a atividade hidrolitica, observou-se um forte efeito do pH de

incubacdo na imobilizacdo de LTL. Em pH é&cido (entre 3,0 a 5,0), LTL foi fortemente
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adsorvida na superficie de suporte, mas uma adsorcdo parcial foi verificada com o aumento de
pH nas faixas neutra e alcalina. Além disso, o processo de adsor¢do foi mais espontaneo entre
pH 3,0 e 5,0 — valores de AG entre -21 e -14 kJ/mol, respectivamente. Isto é atribuido a possivel
desprotonacao de grupos amino da superficie de suporte com o aumento do pH de incubacéo,
0 que gerou repulséo eletrostatica entre eles. Trabalhos anteriores mostraram que o0 ponto
isoelétrico de Amino-SiO; é de aproximadamente 7,0 (DOBO; BERKESI; KUKOVECZ, 2017;
ERDEM et al. 2011). Assim, sdo esperadas interacdes idnicas fortes entre os grupos carboxilato
de LTL e os grupos amino protonados da superficie de suporte em pH &cido. A atividade
hidrolitica maxima para o biocatalisador preparado com Amino-SiO> foi observada em pH 6,0
(549 + 18 Ul/g), sequida de 4,0 (502 + 9 Ul/g) e 3,0 (483 + 8 Ul/g). Estes resultados indicam
possiveis limitacbes difusionais de gotas de 6leo entre pH 3,0 e 5,0. Devido a uma maior
guantidade de enzimas imobilizadas na superficie do suporte, isso faz com que o substrato ndo
consiga alcancar o sitio catalitico da enzima, apresentando valor mais baixos de atividade que
0 esperado.

Tabela 4 - Efeito de pH de incubacao nos parametros de imobilizacdo de LTL em Amino-SiOs.

pH PI? CeP AH® AE¢ Ke® AG'
(mg/g) (mg/g) (1U/g) (IU/mgey) (kJ/mol)
3,0 ~5,0 1,3x107° 483,4+7,9 96,7+ 1,6 3846,1 -20,5
4,0 ~5,0 1,2x1073 502,3 + 9,0 100,5+1,8 4166,7 -20,7
50 47+01  16x102  384,2+27,7 81,8+5,9 293,8 -14,1
60 32+02 95x10%2  5488+18,0 1715+5,7 33,7 -8,7
70 19+01  1,6x10* 3342+ 4.2 1758 +2,2 11,9 -6,1
80 20%02  1,6x10* 33420 168,8 + 23,9 12,5 6,3
90 27+03  1,2x10% 405,7 + 6,9 150,3 + 2,6 22,5 7,7

Legendas: a) — Proteina imobilizada;
b) Proteina residual no sobrenadante de imobilizacdo no equilibrio;
c) Atividade hidrolitica;
d) Atividade especifica;
e) Constante de equilibrio;
f) Energia de Gibbs.
Fonte: Do autor.

A selecdo de um carregamento de proteina apropriado € necessaria do ponto de vista
industrial de modo a permitir uma alta atividade catalitica por volume do reator e reduzir o

tempo necessario para alcangar a conversao desejavel (MIRANDA et al. 2014). As condicgdes
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experimentais presentes que permitiram a maxima concentracao de proteina imobilizada foram,
entdo, escolhidas para estudos posteriores. Assim, a adsorcao fisica em pH 4,0 para Amino-
SiO2 foi selecionada devido & sua alta atividade hidrolitica e concentracdo de proteina

imobilizada.

4.4 Efeito da temperatura na adsorcdo de LTL

O efeito da temperatura de incubacao no processo de adsorcéo e propriedades cataliticas
dos biocatalisadores foi estudado no intervalo de 5 a 25°C, com incremento de 5°C. Estes
ensaios foram realizados em pH 4,0 (tampdo acetato de sddio 5 mM). Nessa faixa de
temperatura, LTL solGvel também foi incubada em condi¢des semelhantes e sua atividade
original foi mantida ap6s 15 h de incubacdo (ensaios controle). Nestas condi¢des, ndo foi
observado um efeito relevante da temperatura de incubacdo nos parametros de imobilizagéo, o
que mostra a forte afinidade da enzima com o suporte funcionalizado (dados ndo mostrados).
A lipase foi quase totalmente adsorvida neste suporte (5 mg de proteina/g) e os valores de
atividade hidrolitica foram semelhantes aos obtidos Amino-SiO2 em pH 4,0 (440 Ul/g de
suporte). Neste contexto, testes subsequentes foram realizados a 25°C.

4.5 Efeito do carregamento inicial de proteina na adsorcédo de LTL: Estudos de isotermas

O efeito do carregamento inicial de proteina no intervalo de 5 a 30 mg/g do suporte
nos parametros de imobilizacdo foi estudado com o intuito de determinar a capacidade méaxima
de adsorcdo da LTL no suporte funcionalizado. O procedimento de adsorgéo foi realizado nas
condicdes experimentais previamente estabelecidas (tampédo acetato de sédio 5 mM pH 4,0,
25°C e 15 h de incubacdo). De acordo com os dados sumarizados na Tabela 5, é possivel
observar um aumento na concentracdo da proteina imobilizada com 0 aumento do carregamento
inicial de proteina de 5 a 15 mg/g. Carregamentos superiores de proteina ndo aumentaram a
retencdo de LTL devido a saturacdo do suporte (MIRANDA et al. 2014; LAGE et al. 2016;
ALVES et al. 2017). Isto sugere que a superficie do suporte tem um numero limitado de sitios
de adsorcdo em sua superficie capazes de interagir com a enzima. A capacidade maxima de

adsorcéo do suporte preparado (Amino-SiO) foi de 12,3 + 0,1 mg/g de suporte.
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Tabela 5 - Influéncia da concentragdo inicial de proteina nos parametros de imobilizacdo de

LTL via adsorgdo fisica em Amino-SiOx.

Carregamento PI? Ce® AH® AEY Ke® AG'
de proteina (mg/g) (mg/g) (1U/g) (IU/mgp1) (kJ/mol)
(mg/g)
5 =5,0 1,2x10°  502,3+9,0 1005+1,8 4166,7 -20,7
10 9,1+£0,2 4,7x102 570,9+62 62,7+18 1936 -13,0
15 115+0,1 1,8x101 6458+6,9 56,2+09 63,9 -10,3
20 123+0,1 41x101 617,4+152 50,2+15 30,0 -8,4
25 119+10 6,910 618,6+12,4 51,7+6,1 17,2 -7,1
30 11,6 +0,7 9,7x101 616,7+20,4 534+472 11,9 -6,1

Legendas: a) Proteina imobilizada,
b) proteina residual no sobrenadante de imobilizacdo no equilibrio;
c) Atividade hidrolitica;
d) Atividade especifica;
e) Constante de equilibrio;
) Energia de Gibbs.
Fonte: Do autor.

O efeito do carregamento inicial de proteina nas atividades hidrolitica (AH) e especifica
(AE) dos biocatalisadores preparados é mostrado na Tabela 5. Como pode ser visto, 0 aumento
do carregamento inicial de proteina usando Amino-SiO, aumentou cerca de 1,5 vezes - de 444
+ 10 (5 mg/g) para 646 + 7 Ul/g (15 mg/g). O aumento adicional da carga inicial de proteina
ndo promoveu um aumento da atividade hidrolitica. Por outro lado, o valor de atividade
especifica diminuiu a medida que aumentou a carga inicial de proteina. Estes resultados podem
ser atribuidos a um maior nimero de interagdes proteina-proteina (por exemplo interaces
moleculares e intermoleculares) na superficie do biocatalisador, limitando assim o acesso das
moléculas do substrato da mistura de reacdo aos locais ativos da LTL imobilizada (ZAAK et
al. 2017).

A espontaneidade do processo de adsorcdo € explicada pela determinacdo da energia
livre de Gibbs aparente (AG). De acordo com a Tabela 5, uma reducao dos valores de Ke com
0 aumento da carga de proteina inicial foi observado devido & uma diminuicao drastica na area
de superficie do suporte disponivel para adsorver LTL (saturacdo de suporte). Os valores de Ke
foram entdo usados para determinar os valores aparentes de AG que variaram de -20,7 a -6,1
kJ/mol. Estes valores mostram que a preparagdo destes biocatalisadores foi um processo

espontaneo. De acordo com a literatura especializada, valores aparentes de AG variando de 0 a
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—20 kJ/mol correspondem a um processo de fisissor¢do, enquanto que um processo de
quimissorgao estes valores variam de —80 a —400 kJ/mol (TU et al. 2009). Consequentemente,
é possivel notar que o processo de imobilizacdo da enzima procedeu via interacGes fisicas

(processo de fisissorgdo).
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Figura 13 - Ajuste dos modelos ndo lineares de isoterma aos dados experimentais obtidos para a imobilizacdo
de LTL em Amino-SiO, empregando diferentes carregamentos de proteina.
Fonte: Do autor.

As isotermas de adsorc¢do tém sido aplicadas aos processos de imobilizacao de lipases
para demonstrar a relacdo entre a concentracdo da enzima imobilizada no suporte e a
concentracdo residual na fase liquida no equilibrio em uma determinada temperatura (LAGE et
al. 2016; ALVES et al. 2017). Neste estudo, os modelos de isoterma de adsorcéo de Langmuir,
Freundlich, Temkin, Sips e Redlich-Peterson foram ajustados aos dados experimentais obtidos
para descrever o processo de adsorcdo da LTL em Amino-SiOz (Figura 13). Os valores dos
parametros de isoterma, capacidade maxima de adsorcdo, coeficientes de correlagio (R?) e a
média dos erros relativos (MER) sdo mostrados na Tabela 6. De acordo com os resultados, o

modelo de Langmir foi o que melhor se ajustou aos dados de adsor¢do de LTL em Amino-SiO>
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como suporte, considerando o maior coeficiente de correlacdo e as menores médias dos erros
relativos (MER). Além disso, os valores da concentracao de proteina imobilizada em equilibrio
(ge = 12,4 mg/g de suporte foi muito semelhante aos dados experimentais - 12,3 mg/g). O
modelo de Langmuir assume que a adsorcdo de moléculas de adsorvato na superficie do
adsorvente ocorre 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
adsorvente possui a mesma energia (FOO; HAMEED, 2010).
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Tabela 6 - Determinagdo dos parametros de isoterma para a adsor¢do de LTL em Amino-SiOa.

Modelo de Equacao ajustada Parametros Valores
isoterma
Langmuir 12,4xC, max (MQ/g) 12,4
9 = 0,016+C, Ky (mL/mg) 0,016
R? 0,9957
MER 2,97
Freundlich g, =131x CeO,15 ge (Mg/g)? 10,1
Kr (mg/g) 13,1
N 0,13
R? 0,7486
MER 13,8
Temkin g, =191xIn(41739xC,) ge (MQ/g)* 12,6
At (mL/mg) 4173,9
bt (J/mol) 1297,8
R? 0,9491
MER 25,5
Sips _ 9121xC " Ge (Mg/g)* 114
© 14 74,1% Cel704 Ks (mL/mg) 912,1
Bs 1,04
as 74,1
R? 0,9948
MER 2,70
Redlich- 679,1xC, ge (Mg/g)? 11,9
Peterson ®  14556x c % Kr (mL/mg) 679,1
ar (1/mgq) 1,02
G 55,6
R? 0,9960
MER 1,57

Legendas: a) valores de g determinados com concentracdo inicial de proteina de 20 mg/g (C. = 0,41 mg/mL).

Fonte: Do autor.
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4.6 Efeito do tempo de contato na adsorcéao de LTL

O efeito do tempo de contato na concentracdo de proteina imobilizada no suporte
funcionalizado ¢é ilustrado na Figura 14. O processo de adsorcao foi melhorado com o aumento
do tempo de contato e o equilibrio foi alcancado apds 15 min de incubagéo.
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Figura 14 - Efeito do tempo de contato na imobilizacdo de LTL em Amino—SiO. empregando
carregamento inicial de proteina de 20 mg/g de suporte.

Fonte: Do autor.

4.7 Sintese enzimatica do biolubrificante (oleato de decila) por esterificacéo

O biocatalisador preparado foi usado na sintese de oleato de decila. Neste estudo, o

efeito de relevante fatores na producdo do éster foi avaliada, como mostrado a seguir.

4.7.1 Efeito de solventes organicos na reacao
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A sintese enzimética de uma variedade de ésteres de interesse industrial é efetuada em
meio de solventes orgénicos a fim de aumentar a solubilidade dos reagentes na mistura reacional
e torna-los mais acessiveis a0 microambiente do biocatalisador. Além disso, a presenca de
solventes organicos como meios de reacdo pode deslocar o equilibrio para a sintese de éster
(KUMAR et al., 2016). Neste sentido, os solventes organicos apolares sdo os mais utilizados
pois a camada essencial de hidratagdo permanece ligada as estruturas das enzimas, incluindo
lipases, preservando sua capacidade catalitica e estabilidade. Por outro lado, a inativacdo destas
enzimas por incubacdo em solventes polares tem sido bastante documentada (HAZARIKA et
al., 2002; KUMAR et al., 2016; MUSA et al., 2018). O efeito de solventes organicos na sintese
enzimética do oleato de decila foi investigado. Neste estudo, seis solventes organicos com
diferentes valores de Log P (logaritmo do coeficiente de particdo em um sistema bifasico de 1-

octanol e 4gua), que variam de -0,24 a 4,37, foram utilizados como meio de reacao.

Tabela 7 - Efeito do solvente organico na sintese do oleato de decila.

Solvente orgénico Log P Conversao
(%)

Acetona -0,24 0
terc-butanol 0,58 0
Ciclohexano 3,69 50+1
Hexano 3,76 22+3
Heptano 4,27 63+ 1
Iso-octano 4,37 702

Fonte: Do autor.

De acordo com a Tabela 7, a LTL imobilizada ndo mostrou atividade catalitica para a
sintese do éster conduzida em sistemas de solventes polares (acetona e terc-butanol) devido a
uma possivel remogdo da camada essencial de 4gua que estabiliza a estrutura tridimensional da
enzima, como mencionado anteriormente. Contudo, em sistemas de reagcdo compostos por
solventes apolares, foi obtida uma porcentagem de converséo de éster na ordem de 22 + 3% a
70 £ 2% apos 3 h de reacdo. A porcentagem maxima de conversao de éster foi observada no
meio de reagdo de iso-octano, o solvente mais hidrofébico utilizado neste estudo (Log P = 4,37).
Esses resultados estdo de acordo com os estudos prévios que relatam a elevada producdo de

ésteres por reagOes catalisadas por lipase, conduzidas em sistemas de solventes apolares
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(HAZARIKA et al., 2002; LIMA; PERES; MENDES, 2018; MUSA et al., 2018). Dessa
maneira, iso-octano foi escolhido como o solvente apolar para a sintese enzimatica do oleato

de decila em estudos subsequentes.

4.7.2 Otimizacdo da sintese de éster por delineamento experimental

Neste ensaio, foi avaliado o efeito da temperatura (30 a 70°C), concentracdo do
biocatalisador (5 a 25% m/v) e razdo molar de acido:alcool (1:0,5 a 1:1,5) na porcentagem de
conversdo em éster. Estes niveis foram escolhidos considerando os limites de operagdo do
aparato experimental empregado e baseado em testes preliminares realizados em nosso
laboratdrio. Os valores codificados e reais das variaveis independentes e dependente (valores
experimentais da porcentagem de conversao do éster) obtidos estdo sumarizados na Tabela 8.
Como pode ser observado, os valores de conversdo variaram de 45% (ensaios n°® 10 e n° 18) a
93% (ensaio n° 8) apos 3 h de reacdo. Os valores experimentais foram similares aos preditos
pelo modelo, na qual sugere que o0 modelo empirico pode ser usado para descrever a relacao
entre as variaveis e a resposta (porcentagem de conversao do éster). Os dados experimentais
foram utilizados para estimar os principais efeitos e suas interagcfes na porcentagem de
conversdo. A analise estatistica mostrou que os efeitos da média e os efeitos
lineares/quadraticos para as variaveis concentracao do biocatalisador e razdo molar acido:alcool

foram significativos a um nivel de 95% de confianca (Tabela 9).
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Tabela 8 - Valores codificados e valores atuais (em parénteses) para o planejamento fatorial
completo proposto e porcentagem de conversdo de éster obtida na sintese de éster

enzimatico realizada em meio iso-octano.

Ensaio Variaveis independentes Converséao
Codificado (atual) (%)
Temperatura Biocat. Acido:alcool Experimental ~ Previstos
(°C) (% m/v) razdo molar

1 -1 (38) -1(9) -1(1:0,8) 61 62
2 +1 (62) -1(9) -1(1:0,8) 72 65
3 -1 (38) +1(21) -1(1:0,8) 72 72
4 +1 (62) +1(21) -1(1:0,8) 75 66
5 ~1(38) ~1(9) +1 (1:1,2) 54 61
6 +1 (62) -1(9) +1 (1:1,2) 68 65
7 -1 (38) +1(21) +1 (1:1,2) 91 95
8 +1 (62) +1(21) +1(1:1,2) 93 89
9 —1,68 (30) 0 (15) 0(1:2) 68 60
10 +1,68 (70) 0 (15) 0(1:2) 45 57
11 0 (50) -1,68 (5) 0(1:2) 61 61
12 0 (50) +1,68 (25) 0(1:2) 86 90
13 0 (50) 0 (15) -1,68 (1:0,5) 61 68
14 0 (50) 0 (15) +1,68 (1:1,5) 90 87
15 0 (50) 0 (15) 0(1:2) 50 48
16 0 (50) 0 (15) 0(1:2) 47 48
17 0 (50) 0 (15) 0(1:2) 50 48
18 0 (50) 0 (15) 0(1:2) 45 48

Fonte: Do autor.



55

Tabela 9 - Coeficiente de regresséo, erro padrdo e valores de p para sintese enzimética de oleato

de decila.
Parametro Coeficiente de Erro padrdo p
Regresséo

Média 47,83 +4,10 0,0000?
X1 -0,63 12,22 0,7823
X1 3,76 +2,31 0,1420
X2 8,64 12,22 0,0046%
X2* 9,77 +2,31 0,0028?
X3 5,47 12,22 0,03922
X3* 10,48 +2,31 0,0019?
X1X2 2,50 +2,90 0,4147
X1X3 0,25 +2,90 0,9336
X2X3 6,00 +2,90 0,0728

Legendas: a) parametros significativos a 95% do nivel de confianca.

Fonte: Do autor.

Notas: X1, X2, € X3 representam as variaveis de temperatura, concentragdo de biocatalisador e razdo molar
cido:alcool, respectivamente.

De acordo com a Tabela 10, a ANOVA mostrou que esse modelo foi uma representacao
adequada da relacdo efetiva entre a resposta e as variaveis significantes, com um valor de p
(<0,05) muito pequeno. O valor de R2 foi de 0,88, o qual foi considerado apropriado, uma vez
que o R2 é superior a 0,80 na qual oferece um modelo adequado aos dados experimentais
(SCHIRMANN et al., 2018). O teste F de Fisher também foi significativo porque o valor F
calculado para a regressao (6,46) foi quase duas vezes maior do que o valor F tabelado, a um
nivel de significancia de 5% (Fos; 9; 8 = 3,39). Isso indica que o modelo matematico é
estatisticamente significante e adequado para representar a relacdo entre as variaveis
dependentes e independentes. Assim, este modelo também pode ser utilizado com sucesso para
criar e explorar as superficies de resposta com o objetivo de encontrar as condicdes

experimentais 6timas que maximizem a sintese de ésteres.
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Tabela 10 - Analise de variancia (ANOVA).

Fonte de Soma dos Grau de Media Teste - F valores de p
variacdo quadrados liberdade quadratica
Regression  3924,94 9 436,10 6,46 0,0075
Residual 540,00 8 67,50
Falta de 522,00
Ajuste

Erro Puro 18,00

Total 4464,94

R2:0,88; Fo.5:09:8=3,39

Fonte: Do autor.

As superficies de resposta e de contorno das combinacgdes binérias entre concentracao
de biocatalisador/temperatura e razdo molar de &cido:éalcool/temperatura sdo mostradas nas
Figuras 15A e 15B, respectivamente. De acordo com a Figura 15A (combinacéo binaria entre
concentracdo de biocatalisador e temperatura), pode ser observada uma forte correlacdo entre a
concentracdo do biocatalisador com a porcentagem de conversdo. Nota-se que 0 aumento
gradual da porcentagem de conversdo foi proporcional ao aumento da concentracdo do
biocatalisador e a maior porcentagem de conversdo de éster foi obtida quando o seu nivel foi
maximo (25% m/v). Evidentemente, isso acontece devido ao aumento do nimero de sitios
ativos disponiveis para catalisar a esterificacdo no sistema de reacdo. Por outro lado, nenhum
efeito significativo da temperatura reacional na sintese do éster foi observado, mostrando assim
que este biocatalisador é altamente ativo na faixa de temperatura avaliada. Além disso, uma
excelente difusdo dos reagentes ao microambiente do biocatalisador nas condicGes
experimentais testadas foi alcancada. A sintese de éster realizada em uma faixa de temperatura
amena é mais interessante porque pode reduzir drasticamente uma possivel inativacdo da
enzima apos sucessivos ciclos de reacdo. A interacao entre essas duas variaveis também nao foi

significante a um nivel de 95% de confianca.



o)

Figura 15 - Superficies de resposta de acordo com o modelo quadratico predito para a sintese enzimética de oleato de decila. Efeito da temperatura e concentragdo de
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Fonte: Do autor.

biocatalisador (a); e efeito da temperatura e razao molar acido:éalcool (b) na porcentagem de conversao em éster.
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A combinacdo binaria entre razdo molar de acido:alcool e temperatura € mostrada na
Figura 15B. Reac0es de esterificacao sao processos reversiveis e 0 excesso de alcool na mistura
reacional pode deslocar o equilibrio para a dire¢do da producéo de ésteres (LAGE et al., 2016).
Como a concentracdo de decanol na mistura reacional aumentou de 1:0,5 para 1:1,5, a sintese
de éster aumentou gradativamente, como esperado, e constatou-se que a porcentagem maxima
de conversdo do éster de aproximadamente 90% foi alcancada para uma razdo molar de
acido:alcool de 1:1,5. A sintese de éster realizada em excesso de acido oleico mostrou baixa
conversdo devido a uma possivel inibi¢do da LTL por acidificacdo de seu microambiente, o que
é condizente com estudos anteriores realizados por nosso grupo (MIRANDA et al., 2014;
ALVES; CREN; MENDES, 2016). A Figura 15B mostra que a reacdo pode ser conduzida
preferencialmente a uma temperatura amena (entre 30 e 40°C) para se obter alta concentracao
de éster, conforme reportado acima. A interacdo entre essas duas variaveis também néo foi

significativa a um nivel de 95% de confianca.

Tabela 11 - Porcentagem experimental de conversdo de éster em condigdes experimentais

otimas.
Ensaio Variaveis independentes Conversdo
Codificado (atual) (%)
Temperatura Biocat. Acido:élcool Experimental ~ Previsto?
(°C) (% m/v) razdo molar
1 -1,68 (30) +1,68 (25) +1.68 (1:1,5) 89 163
20 -1 (38) +1 (21) +1 (1:1,2) 91 95
3 —1,68 (30) +1 (21) +1(1:1,2) 88 104
4 -1,68 (30) +1(21) 0(1:2) 87 82

Legendas: a) valores calculados utilizando os coeficientes de regresséo e respectivos valores das
variaveis codificadas sumarizados na Tabela 8.
b) Dados experimentais obtidos no ensaio # 7 reportado na Tabela 8.

Fonte: Do autor.

Conforme as Figuras 15A e 15B, as condi¢Oes experimentais Otimas para a sintese
enzimética do oleato de decila foram concentracdo de biocatalisador de 25% m/v da mistura
reacional, razdo molar de acido:alcool de 1:1,5 e temperatura de 30°C. Nestas condicdes, a

porcentagem de conversdo maxima de éster foi de 89% apds 3 h de reagdo — experimento n°l



59

(Tabela 5). Apesar do modelo ser estatisticamente significante, o valor previsto nesta condi¢ao
foi quase duas vezes maior (porcentagem de conversdo de 163%) que o valor experimental. Os
niveis selecionados de cada variavel foram limitantes porque as melhores condigdes
experimentais foram encontradas nos niveis minimo de temperatura (valor codificado = -1,68)
e maximos de concentragdo de biocatalisador e razdo molar acido:alcool (valores codificados
=-1,68). Nesses casos, o grafico de superficie de resposta ndo é capaz de ilustrar com precisao
os resultados nestes niveis. A porcentagem experimental de conversdo do éster obtida nas
condicdes otimizadas com base nas Figuras 15A e 15B foram similares aos obtidos no ensaio
#7 mostrado na Tabela 8 (porcentagem de conversdo de 91% empregando concentracdo de
biocatalisador de 21% m/v, razdo molar acido:alcool de 1:1,2 e 38°C) que na Tabela 11 esta
representado como “ensaio #2”. Do ponto de vista industrial, esta condicdo é a mais atraente,
pois requer uma menor concentracdo de biocatalisador e menor excesso de alcool para obter
similar porcentagem de conversdo. Em um teste subsequente (ensaio #3 — Tabela 11), a sintese
de éster foi realizada a 30°C (valor codificado = -1,68), concentracdo do biocatalisador de 21%
m/v (valor codificado = +1) e razdo molar &cido:alcool 1:1,2 (valor codificado = +1). Nesta
condicdo, a porcentagem de conversdo foi de 88% ap6s 3 h de reacdo, similar ao resultado
obtido anteriormente. Isto confirma que nao ha efeito significativo da temperatura na sintese do
éster, como foi reportado anteriormente nas analises de superficie de resposta (Figuras 15A e
15B). Seguindo essa premissa, foi conduzido um quarto ensaio a 30°C, utilizando a
concentracdo de biocatalisador de 21% m/v e razdo molar acido:alcool 1:1 (valor codificado =
0). A porcentagem de conversdao nestas condi¢bes foi de 87%, 0 que € mais interessante
economicamente pois ndo ha necessidade da recuperacdo dos reagentes que se encontram em
excesso no fim do processo (FIGUEIREDO; SALIM; BORGES, 2010). Os valores
experimental e predito nesta condicdo foram respectivamente 87 e 82% na qual demonstra boa
correspondéncia entre estes valores. Deste modo, as melhores condi¢des para a sintese do éster

foram 30°C, concentracdo do biocatalisador de 21% m/v e razdo molar acido:alcool de 1:1.

4.7.3 Efeito da agitacéo na sintese do éster

Amino-SiO é um suporte com tamanho de poro de 36 A, como mostrado anteriormente
(Tabela 2), enquanto as moléculas de LTL tem um didmetro de 53,3 A (LAGE et al., 2016).
Assim, a imobilizacdo ocorre preferencialmente na superficie externa do suporte, e a agitagdo

pode influenciar fortemente a acessibilidade dos reagentes aos sitios ativos de LTL imobilizada



60

na superficie externa do suporte. De acordo com os resultados mostrados na Figura 16, o
aumento da agitacdo de 0 a 150 rpm aumentou a conversdo percentual em éster de 70 a 88%.
Isto deve-se a reducdo da espessura da pelicula estagnada em torno da superficie externa do
biocatalisador que diminuiu a resisténcia a transferéncia de massa na interface solido-liquido,
melhorando assim o acesso das moléculas dos reagentes ao microambiente do biocatalisador.
No entanto, o aumento adicional na velocidade de agitacdo ndo melhorou a sintese do éster.

Assim, testes subsequentes foram realizados a 150 rpm.

100

// o

0
o
1

\H

(o))
o
1

Converséao (%)
N
o
1

N
o
1

O | ' ! ' ! ' ! ' ! ' !
0 50 100 150 200 240
Agitacao (rpm)

Figura 16 - Efeito da agitac@o na porcentagem de conversdo. As reagOes foram realizadas a 30°C, razéo
molar &cido:alcool 1:1 e 21% m/v de catalisador.
Fonte: Do autor.

4.7.4 Efeito da concentracdo da peneira molecular na sintese do éster

Em reacOes de esterificacdo, a concentracdo de agua no sistema afeta a converséo e a
posicdo do equilibrio da reacdo. Sendo assim, é importante adotar métodos de controle da
concentracdo de 4gua no meio reacional. A utilizacdo de peneira molecular, importante classe
de zedlitas sintéticas utilizadas em catalise e adsorcao, é importante para remover moléculas de

agua geradas durante a reacao de esterificacdo, consequentemente deslocando o equilibrio da
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reacdo para a formacgédo de produto (SONG; WEI, 2002; CUI et al., 2016; TODERO et al.,
2015). O efeito da concentragdo da peneira molecular na faixa de 0 a 20% m/v na sintese do
oleato de decila foi testado. De acordo com a Figura 17, nenhuma influéncia da concentragédo
da peneira molecular foi observada. Nessa faixa de concentragcdo (0-20% m/v), foi obtida a
porcentagem de conversdo de éster de 88% em 2 h de reacdo. Estes resultados sugerem que as
moléculas de 4gua geradas durante a reagdo foram adsorvidas na superficie do biocatalisador
para manter a estrutura 3D ativa da enzima (MIRANDA et al., 2014). Sendo assim, peneiras

moleculares ndo foram utilizadas em testes subsequentes.
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Figura 17 - Efeito da concentracdo de peneira molecular na porcentagem de conversdo. As reacfes foram
realizadas a 30°C, razdo molar 4cido:élcool 1:1, concentragdo de biocatalisador de 21% m/v
e agitacdo de 150 rpm.

Fonte: Do autor.

4.7.5 Efeito do tempo de reacdo na sintese do éster: Comparacao entre a sintese de éster em

sistemas na presenca e na auséncia de solvente organico

Neste estudo, o efeito do tempo de reacdo na sintese do éster foi realizada nas condi¢Ges

otimizadas do sistema (30°C, concentragdo do biocatalisador 21% m/v, razdo molar
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acido:alcool 1:1, 150 rpm e auséncia de peneira molecular). Baseado nos resultados
apresentados na Figura 18, a porcentagem de éster em meio de iso-octano foi de 88% em 105
min de reacao e apds esse periodo a reacdo atingiu o equilibrio. Nestas mesmas condi¢oes, a
sintese do éster em um sistema isento de solvente obteve similar porcentagem de conversdo
(87%) para 180 min de incubacdo. Os resultados mostram que o uso de um solvente hidrofébico
como meio reacional reduziu a viscosidade do meio de reacdo na qual melhora a difusdo destes
compostos para os sitios ativos da LTL imobilizada (ALVES; CREN; MENDES et al., 2016;
LIMA; PERES; MENDES, 2018).
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Figura 18 - Efeito do tempo de reagdo na porcentagem de conversao para a sintese de oleato de decila realizada
em meio de iso-octano e em meio isento de solvente. As reacdes foram realizadas a 30°C, razdo
molar &cido:alcool 1:1, concentracéo de biocatalisador de 21% m/v, auséncia de peneira molecular
e agitacdo de 150 rpm.

Fonte: Do autor.

As velocidades iniciais para a reagcdo conduzida em meio de iso-octano e isento de
solvente foram calculadas a partir da inclinacéo da curva de consumo de acido oleico por tempo
de reacédo (Figura 19). Como pode ser observado, os valores de velocidades iniciais da reagdo
foram da ordem de 10 mM / min para ambos os sistemas de reacdo. Isso indica que a sintese

enzimatica do éster em um sistema isento de solvente pode ser uma estratégia promissora em
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processos industriais, pois 0s solventes organicos sdo altamente toxicos a saude humana e ao
meio ambiente e necessitam de uma etapa e pos-tratamento para sua recuperagdo e separacdo
de produtos (LEE et al., 2010; BASSI et al., 2016). Assim, a sintese de éster realizada em
sistema isento de solventes ajudam a superar tais limitacdes. Testes de estabilidade operacional

do biocatalisador (reuso) foi realizado em meio isento de solvente.
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Figura 19 - Determinacéo das velocidades iniciais na sintese de oleato de decila realizada em meio de iso-octano
e em meio isento de solvente. A reacBes foram realizadas a 30°C, razdo molar &cido:élcool 1:1,
concentragdo de biocatalisador de 21% m/v, auséncia de peneira molecular e agitacéo de 150 rpm.

Fonte: Do autor.
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4.7.6 Ensaios de estabilidade operacional do biocatalisador

A reutilizacdo de biocatalisadores heterogéneos é um dos fatores nos processos
industriais. Neste estudo, os ensaios de reutilizacdo foram realizados nas condicdes
experimentais 6timas apds 8 sucessivos ciclos de rea¢éo de 180 min cada em um sistema isento
de solvente. De acordo com os resultados apresentados na Figura 20, o biocatalisador manteve
sua atividade original apos oito ciclos. Isto deve-se a intensa interacdo das moléculas de LTL
com a superficie do suporte que reduziu sua possivel dessorcéo e auxiliou em sua estabilizacéo.
Além disso, a eliminag&o correta dos reagentes residuais e/ou produtos adsorvidos na superficie
do biocatalisador durante as etapas de lavagem também reduziram possivel distor¢do da enzima
(LAGE et al., 2016; LIMA; PERES; MENDES, 2018).
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Figura 20 - Estabilidade operacional do biocatalisador apds sucessivos ciclos de sintese de oleato de decila em
meio isento de solvente. A reacOes foram realizadas a 30°C, razdo molar &cido:alcool 1:1,
concentracdo de biocatalisador de 21% m/v, auséncia de peneira molecular e agitagdo de 150 rpm.
Fonte: Do autor.
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5 CONCLUSAO

Particulas de SiO> foram preparadas com sucesso a partir do tratamento hidrotérmico de
casca de arroz, um residuo agroindustrial comumente encontrado no Brasil, e funcionalizadas
com 3-APTES para serem utilizadas na imobilizagdo de LTL via adsorgéo ionica. Diferentes
andlises foram utilizadas neste estudo para confirmar a funcionalizagdo do suporte, que resultou
na criagdo de um microambiente capaz de aumentar a fixacdo da enzima e preparar um
biocatalisador com alta atividade catalitica em reacfes de hidrolise e esterificagdo. O
biocatalisador preparado foi empregado na sintese de oleato de decila (biolubrificante) por
esterificacdo direta de acido oleico e decanol. O efeito de relevante fatores na sintese do éster
foi avaliado e maxima porcentagem de conversdo da ordem de 87% foi observado a 30°C, 150
rpm, 21% m/v de biocatalisador e com razdo molar acido:alcool de 1:1 e sem adi¢do de peneira
molecular. O biocatalisador preparado foi altamente ativo apds 8 consecutivos ciclos de reacdo
de esterificacdo em meio isento de solvente. De acordo com os resultados obtidos, é possivel
observar a promissora aplicacao do suporte preparado na adsorcéo de LTL para ser usado como
biocatalisador em reac6es de grande interesse industrial como hidrolise de 6leo vegetal e sintese
de biolubrificante. Além disso, o suporte preparado pode levar a muitas outras novas aplicacfes
no campo da biocatalise como a imobilizacdo de outras enzimas de grande interesse industrial

incluindo lipases de outras diferentes fontes.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados deste trabalho sugerimos entéo:

Aplicagdo do suporte preparado na imobilizagdo de outras lipases comumente
empregadas em reagdes de biotransformacao;

Producéo de esteres com propriedades lubrificantes em modo continuo empregando o

biocatalisador preparado;

Caracterizacdo fisico-quimica do éster preparado como ponto de fusdo, ponto de

ebulicdo, viscosidade cinematica, indice de viscosidade, densidade, indice de acidez;

Producéo de ésteres decilicos empregando acidos graxos provenientes de 6leos vegetais

e/ou gorduras animais.
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