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RESUMO-O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de liquido idnico
protico — LIP (pentanoato de N-metilmonoetalonamina - Cs) na lipase de
Burkholderia cepacia(LBC) imobilizada por encapsulacdo em silica aerogel
modificado. Nas reaces de transesterificacdo foram utilizados etanol:6leo de
girassol (7:1) e 20% m/m de biocatalisadoresimobilizados (Bls) (40°C, 80rpm,8-
96h).0s ésteres etilicos foram analisados por cromatografia em fase
gasosa(FID).Os Bls na auséncia de LIP ndo apresentaram conversao de ésteres
etilicos.Apds a adicdo do LIP na preparacdo do Blobteve-se a conversdo méaxima
de ésteres etilicos de 48% em 48h. Os suportes e Bls foram caracterizados
morfologicamente pelo método de Brunauer-Emmett-Teller (BET), analise fisico-
quimica portermogravimetria (TG) e composi¢cdo quimica (FTIR).As
caracterizacdes evidenciaram a eficiéncia do liquido i6nico prético na formacao
do aerogel e a presenca da lipase nestes sistemas imobilizados.

1. INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas seletivas utilizadas como biocatalisadores em bioprocessos por
meio de diversas reacbes, como: hidrdlise, esterificacdo, trasesterificacdo, entre outras.A
utilizacdo de matrizes sol-gel para a encapsulacdo de enzimas permite a estabilizacdo da
estrutura terciaria da proteina, devido a reticulacdo do gel (SOUZA et al., 2012).Além disso,
alguns estudos demonstraram que a atividade enzimatica de lipases imobilizados pela técnica
sol-gel apresentam melhores resultados quando a secagem € realizada em meio supercritico
(aerogel) quando comparados a secagem tradicional (xerogel) (PIERRE e BUISSON, 2001;
REETZ et al., 1996).

O aerogel por possuir a base em silica, sendo extremamente poroso com uma area de
superficie especifica muito alta e volumes e didmetros de poros maiores quando comparados a
outros suportes, se tornou um suporte muito interessante e vidvel para a imobilizagdo de
biomoléculas (NOVAK et al., 2003). Uma nova e promissora possibilidade é a utilizacdo de
aditivos, como os liquidos i6nicos (LI) nos diferentes métodos de imobilizacdo de enzimas
utilizando a técnica sol-gel (LEE et al., 2007; SOUZA et al., 2012).
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A aplicacdo de aditivos durante o processo de sintese de suportes e biocatalisadores
imobilizados é uma area de pesquisa ainda recente, pois, uma das principais funcfes dos
mesmos é a formacdo de uma matriz ordenada na sintese de sol-gel, que além de poder
proteger as enzimas da inativacdo por diversos efeitos durante o processo de imobilizacéo,
pode ainda aumentar a sua estabilidade operacional (SOARES et al., 2005).

Dentre os aditivos destacam-se os liquidos i6nicos (LI) que devido a excelentes
propriedades como: baixa pressao de vapor e boa estabilidade dentro de um amplo intervalo
de temperatura, 0 que impede a emissdes de gases poluentes, sdo considerados uma boa
alternativa como solventes, com potencial de aplica¢fes a nivel industrial, dentre elas, as que
envolvem a biocatalise (ALVAREZ et. al. 2011; ASLANOV, 2011).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso do LIP na LBC
imobilizada por encapsulacdo em silica aerogel modificada com LIP para a sintese de ésteres
etilicos, além das caracteristicas morfolégicas e fisico-quimicas do biocatalisador imobilizado na
silica aerogel.

2. METODOLOGIA

2.1. Imobilizago da lipase

A enzima utilizada foi a lipase de Burkholderia cepacia (BC) (=30,000 U/g, pH 7,0,
50°C, adquirida comercialmente da Sigma-Aldrich). A matriz pura aerogel (MP) e os
biocatalisadores imobilizados por encapsulacdo (EN) foram obtidos pela técnica sol gel
conforme descrito por Souza et al. (2013) para xerogelna auséncia ou presenca de 1% (m/v)
de liquido i6nico protico (pentanoato de N-metilmonoetanolamina - Cs). A obtencdo do
aerogel foi realizada utilizando meio pressurizado com CO;, nas seguintes condicdes de
secagem: 100 bar, 25 °C e vazdo de 2 mL/min.

2.2. Sintese de ésteres etilicos

As reacOes foram realizadas em reatores fechados com capacidade de 25mL contendo
12g de substrato (6leo de girassol e etanol), na proporcéo de 7:1, sob agitacdo constante de
80rpm e temperatura de 40°C por até 96h. Foi utilizado 20% (m/m) de biocatalisador em
relacdo a massa total de reagentes. Os ésteres de etila formados foram analisados por
cromatografia em fase gasosa (FID) usando o modelo Varian CG 3800 (Varian, Inc., EUA). A
conversdo da transesterificacdo foi calculado levando em consideracdo a massa dos ésteres
detectados por andlise cromatografica e a massa total tedrica de ésteres baseado na razao
molar da reacao.

2.3. Caracterizacdo Morfoldgica (BET) e Fisico-Quimica (TG e FTIR)
A andlise morfologica da superficie das particulas das matrizes aerogéis e dos
biocatalisadores imobilizados foi realizadas pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET) que

determinou a érea superficial especifica (m/g), didmetro do poro (nm) e volume do poro
(cm®/g). As perdas de massa foram determinadas por termogravimetria (TG, DTG-60H
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Shimadzu). E a estrutura quimica dos sistemas foi investigada por infravermelho
(espectrometro FTIR BOMEM MB-100).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Sintese de ésteres etilicos

Na reacdo de transesterificacdo do Oleo de girassol foram testados para a lipase
encapsulada em silica aerogel na presenca (ENLI) e auséncia (EN) de LIP a 40°C, 80 rpm, em
até 96 horas (Figura 1). Os resultados mostraram que para os biocatalisadores imobilizados
em aerogel na auséncia de LIP (EN) ndo apresentaram conversdo de ésteres etilicos,ja o
sistema imobilizado na presenca de LIP verificou-sea conversdo de 48% de esteres etilicos em
48h de reacdo.Esse comportamento pode ser explicado pela caracteristica do LIP utilizado
neste estudo, que por possuir um carater hidrofobico, possibilita a formacdo de uma camada
de hidratacdo em torno da enzima favorecendo a atividade lipolitica e induzindo a dgua para
mais proximo da enzima (SOUZA et al., 2013).A técnica de encapsulacdo em aerogel foi
utilizada por NASSARENDDINE et al. (2008) para imobilizacdo da lipase comercial de
Candida antartica e Lipozyme® na sintese utilizando 6leo de semente de girassol no qual se
observou 90 % de conversdo de ésteres etilicos ap6s 50 h aproximadamente.
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Figura 1. Converséo de ésteres etilicos em funcdo do tempona reacgdo de transesterificacdo do
6leo de girassol e etanol (7:1) a 40°C e 80 rpm utilizando LBC encapsulada em silica aerogel
na presenca de LIP.

Em estudos realizados anteriormente com a utilizacdo daLBC imobilizada em silica
xerogel modificada com LI, os resultados obtidos neste trabalho evidenciaram o efeito
estabilizante do LI testado (Cs) e confirmam dados da literatura, nos quais indicam um
consideravel aumento da atividade catalitica por meio da imobilizagdo da lipase na presenga
de LIP(SOUZA et al., 2013). A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a atuagédo
do aditivo no processo de imobilizacdo promove um aumento na eficiéncia catalitica da
enzima e a minimizacgdo dos efeitos difusionais, possivelmente por promover a estabilizacdo
da mesma durante a liberacdo de alcool no processo de reticulagdo do alcoxido de silicio na
etapa de imobilizacdo da enzima, além de proteger a matriz aerogel do encolhimento, do
colapso dos poros da rede do gel e do carater hidrofobico do LI influenciando na interacdo
entre a enzima e o suporte (SOUZA et al., 2013).
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3.2. Caracterizacdo morfologica (B.E.T)

Na Tabela 1 observa-se a area superficial especifica, volume e tamanho médio de
poros para a matriz aerogel e lipase imobilizada em silica aerogel na auséncia e presenca de
LIP estdo resumidos na Tabela 1.Para a matrize puraaerogel a presenca de liquido i6nico
(ENLI)verificou-se efeitos positivos sobre o didmetro e volume dos poros.Entretanto, o
biocatalisador imobilizado com LIP apresentou a diminui¢cdo dovolume e didmetro de poros
reduzidos (0,4cmg™ e 5,9 nm) em comparacdo com o biocatalisadore EN (0,5cm® g™ e
8,2nm) na auséncia de LIP. Este efeito pode ser devido ao preenchimento maior dos poros
pela lipase, devido a afinidade hidrofébica do acido pentandico N-metilmonoetanolamina (Cs)
durante a contracdo, solidificacdo, na etapa de envelhecimento, a secagem em meio
pressurizado do gel na interacdo entre a enzima e 0 suporte.

Tabela 1. Influéncia do liquido iénico prético utilizado como aditivo em aerogel nas
propriedades estruturais por adsorcao-dessorcdo de nitrogénio para matriz pura e
biocatalisadores imobilizados por diferentes métodos.

Ensaio Area superficial Volume dos poros Diametro dos poros
especifica (cm*g™) (hm)
(m?g™)
MP 81 0,04 1,1
MPLI 322 0,8 5,0
EN 131 0,5 8,2
ENLI 147 0,4 5,9

A utilizacdo de silica xerogel modificada com liquido idnico aprético pode permitir a
penetracdo da lipase no interior dos poros (por causa do aumento dos mesmos), e dessa forma
elevar a carga de enzimas encapsuladas e, consequentemente, favorecendo o aumento da
atividade de acordo com estudos realizados por Fernandez-Lafuente (2009). Um perfil
semelhante foi observado também para xerogel por Vila-Real et al. (2011), onde a adi¢do de
liquidos idnicos aprotico da familia dos imidazélios no processo de imobilizacdo pela técnica
sol-gel teve um papel importante no desempenho da enzima, por afetar as caracteristicas
estruturais do biocatalisador imobilizado.

Estudos realizados por Souza et al. (2013) relataram resultados inferiores em relacéo
ao diametro e volume de poros na adi¢do do liquido idnico Cs durante o processo de
imobilizacdo da lipase de BC em matriz xerogel quando comparados ao aerogel. Nestes
resultados foram observados o alargamento dos poros de 3 para 5,9 nm e o volume de poros
de 0,08 cm®g™ para 0,4 cm®g™, minimizando assim os efeitos difusionais caracteristicas desta
técnica de imobilizacdo confirmados pelo aumento da eficiéncia catalitica na sintese de
ésteres etilicos (Figura 1). Este comportamento também foi relatado por Zarcula et al. (2010)
durante a encapsulacdo de lipase numa matriz hidrofébica, uma vez que os liquidos idnicos
hidrofébicos induzem alteragcBes significativas na estrutura porosa do suporte do
biocatalisador.
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3.3. Caracterizacao fisico-quimica
3.3.1. Termogravimetria

A andlise termogravimétrica fornece uma ferramenta importante para estudos da
estrutura e da composicao organica e da perda de dgua em funcdo da degradacdo térmica da
matriz pura, da lipase de Burkholderia cepacia livre e dos biocatalisadores imobilizados.Os
termogramas foram divididos em trés regides para simplificar as discussdes sobre a analise
termogravimétrica (Tabela 2).

Regido I, onde a temperatura chega até aproximadamente 200 °C, ocorre a perda de
peso associada principalmente com a decomposicdo de grupos amino e a desidratacéo,
geralmente grupos organicos. A Regido Il, que compreende entre 200 e 600°C, esta associada
com a condensacao de grupos silanol e alguma perda de componentes organicos (C, H, O e N)
sob a forma de compostos volateis presentes ou formados até o inicio da decomposicao
bioldgica, incluindo a lipase e a presenca de grupos silanois do TEOS ndo-reagido, gque estao
presentes na silica, devido a incompleta reacéo sol-gel (MUKHERJEE et al, 2009). E regido
I11, onde a perda de massa € associada com as reacOes desidroxilacdo finais e de carbonizacao
final de compostos orgénicos, acarretando na degradacdo completa do material ou sua
estabilidade térmica (SOARES et al., 2004).

Tabela 2: Perda total e parcial de massa observada na lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em matriz aerogel na presenca de liquido iénico prético.

Ensaio Regiéo | Regido 11 Regiéo 111 Perda total
(0-200°C) @ (200 -600°C) (600 — 1000°C) de massa (%)
BC Livre 8,32 82,32 9,16 99,81
MP 10,37 6,02 0,58 16,90
MPLI 41,98 3,67 0,65 46,31
EN 33,62 15,72 1,66 51,03
ENLI 16,74 19,40 1,91 37,99

Na Tabela 2 pode-se observar que o valor obtido na perda de massa total foi de
16,90% para MP com a secagem em meio pressurizado, onde se verificou a maior perda de
massa na regido |, cerca de 10,37%, possivelmente devido a presenca de agua na superficie do
suporte. Concomitantemente para MPLI, a maior perda parcial de massa ocorreu na regido |
(41,98%). O valor de perda de massa foi cerca de 4 vezes maior na regido | quando
comparado o MPLI com MP. Este comportamento pode estar associado ao uso do liquido
ibnico pratico, ao aumento da quantidade e diametro dos poros da matriz pura e por modificar
a hidrofobicidade do microambiente dos poros que exercem influéncia no nivel de umidade
da mesma. Segundo Meera et al. (2011) perfil similar confirma os valores da regido |
apresentados na Tabela 2, que demonstram que matrizes preparadas com liquido idnico
aprotico apresentam uma perda de massa maior na regido I, quando comparados a matrizes
sem o aditivo.
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Para as amostras dos biocatalisadores imobilizados, observou-se uma tendéncia no
aumento de perda de massa na regido Il (15,72% e 19,40% para EN e ENLI respectivamente)
quando comparado com MP e MPLI (6,04 % e 3,67 %, respectivamente), possivelmente
influenciados pela presenca de agua e alguma perda de componentes organicos nos
intersticios do aerogel.Em temperaturas mais elevadas (Regido Ill), a perda de massa foi
insignificante, além disso, no caso de enzimas imobilizadas, essa regido ndo € de interesse,
devido & carbonizacdo completa de compostos organicos, dentre eles a lipase (BARAO et al.,
2013).

3.3.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier

Os espectros de FTIR das silicas aerogeéis e do biocatalisador imobilizado em silica
aerogel preparados na auséncia e presenca de LIPs séo apresentados na Figuras 2. O espectro
de suporte aerogel deste estudo e o xerogel obtido pela mesma técnica por Souza et al. (2013)
foram observadas bandas similares determinadas nos comprimentos de onda entre 1000-1100
que corresponde a ligacdo Si-O-R, 650 cm™ (Si-O-Si), 800 cm™ (Si-O-Si), 450 cm™ (Si-O) e
dos grupos - OH na faixa entre 3400 e 3500 cm™. Para 0s espectros obtidos para 0s
biocatalisadores imobilizados mostram que além das bandas caracteristicas dos grupos
silandis, a presenca de bandas nas faixas de comprimento de onda entre 1600 e 1700 cm™
(amida 1), 1390 cm™ correspondente a grupos C — H com ligagdes de CHs e 695 cm™ (amida
IV e/ou V) evidenciando a eficiéncia da imobilizacéo das lipases de BC na matriz aerogel.

De acordo com a literatura, as bandas caracteristicas do estiramento da ligacdo N-H de
amida | s@o referentes as vibracoes de estiramento da ligacdo C=0 acoplada ao estiramento da
ligacdo C-N. Estes modos vibracionais sdo sensiveis para ligacdo de hidrogénio e
acoplamento entre transicdo dipolar das ligacfes peptidicas adjacentes e, portanto, sao
sensiveis a estrutura secundaria da enzima. As amidas IV e V sdo, respectivamente, devido a

ligacdo OCN e ao redor do plano de ligagdo —NH (PORTACCIO et al., 2011; MOHIDEM &
MAT, 2011).

Transmitancia (%)
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Figura 2. Espectro de FTIR para silica aerogel (MP e MPLI) e biocatalisadores imobilizados em
matriz aerogel na auséncia (EN) e presenca (ENLI) de liquido i6nico proético.

4. CONCLUSAO
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A andlise da eficiéncia catalitica e avaliacdo das propriedades fisico-quimicas e
morfolégica mostraram o efeito positivo do liquido i6nico na imobilizacdo, na qual se
verificou a conversdo em ésteres etilicos somente ap6s a adi¢do do LIP na preparacdo do BI.
Esse comportamento pode ser justificado pela minimizagdo dos efeitos difusionais devido o
aumento do volume e tamanho de poros e a interacdo entre a lipase e a silica aerogel pelo
carater hidrofébico do LIP.
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