UNIVERSIDADE TECNOJ_OGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE QQ[MICA E BIOLOGIA
BACHARELADO EM QUIMICA

MICHELE DO ROCIO GONCALVES DIAS

SINTESE DO OLEATO DE ETILA CATALISADA PELA LIPASE
NATIVA DE ASPERGILLUS NIGER IMOBILIZADA EM NANOTUBOS
DE CARBONO

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

CURITIBA
2015



MICHELE DO ROCIO GONCALVES DIAS

SINTESE DO OLEATO DE ETILA CATALISADA PELA LIPASE
NATIVA DE ASPERGILLUS NIGER IMOBILIZADA EM NANOTUBOS
DE CARBONO

Trabalho de Conclusdo de  Curso
apresentado a disciplina de Trabalho de
Concluséo de Curso 2 do Curso Superior de
Bacharelado em Quimica do Departamento
Académico de Quimica e Biologia — DAQBI —
da Universidade Tecnologica Federal do
Parand — UTFPR — Campus Curitiba, Sede
Ecoville, como requisito parcial para
obtencao do titulo de Bacharel em Quimica.

Orientadora: Prof2. Dr2. Cristiane Pilissao

CURITIBA
2015



A0S meus pais pela paciéncia e incentivo,

com carinho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por ser meu guia e me confortar nas horas mais dificeis.

A minha familia por acreditar em mim, em especial aos meus pais, Gerson e
Lourdes, por seu apoio incondicional, carinho, incentivo e estrutura para que eu
pudesse voltar a estudar e a minha irma Bia, que mesmo nos momentos de
dificuldade, sempre teve paciéncia comigo e me fez sorrir.

A Professora Cristiane Pilissdo pela orientacdo, amizade, incentivo e,
principalmente sua paciéncia e pelos conhecimentos repassados no
desenvolvimento deste trabalho.

A Professora Poliana Macedo dos Santos pelos ensinamentos sobre analise
multivariada, qual foram utilizadas neste trabalho.

A Professora Patricia de Oliveira Carvalho, da USF (Universidade S&o
Francisco), pela doacao da lipase nativa de Aspergillus niger.

Ao Departamento Académico de Quimica e Biologia da UTFPR
(Universidade Tecnoldgica Federal do Parand) por disponibilizar os equipamentos
GC-FID, FT-IR e UV-Vis para realizacao das analises.

A Técnica Rubia pela ajuda na realizacdo das anélises de GC-FID e FT-IR,
realizadas na UTFPR.

A UFPR (Universidade Federal do Parand) por disponibilizar o equipamento
de RMN para realizacéo das analises.

Aos mestrandos em Quimica pela UTFPR, Lucas e Patrick, que se
disponibilizaram em realizar as anéalises de RMN de 'H na UFPR, em especial ao
aluno Lucas pela ajuda no desenvolvimento deste trabalho.

Aos meus colegas do Laboratoério de Catélise Enzimatica, Rhaisa, Lilian e em
especial ao Alysson pela ajuda na realizagdo dos experimentos durante todo o
periodo de execucéo deste trabalho e prontiddo para ajudar em todos os momentos.

Aos Professores da UTFPR pela contribuicdo na minha formacao académica.

Aos meus colegas de graduacdo, em especial Osmar Pires, Lucas Karas e
Francielli Santana pelo incentivo, for¢a e pelos momentos de descontragéo.

Agradeco a todas as pessoas que de alguma forma contribuiram para
realizacdo deste trabalho, bem como, para a minha formacéao.



RESUMO

DIAS, Michele R.G.Sintese do oleato de etila catalisada pela lipase nativa de
Aspergillus Niger imobilizada em nanotubos de carbono.2015,83 f.Trabalho de
conclusdo de curso (Bacharelado em Quimica) - Departamento Académico de
Quimica e Biologia, Universidade Tecnologica Federal do Parana. Curitiba, 2015

A utilizacdo de enzimas como catalisadores tem sido muito explorada nos dltimos
anos, devido as suas vantagens em relacdo aos catalisadores classicos, podendo
destacar a sua alta especificidade, o controle na formacdo de subprodutos, além
disso, as enzimas trabalham em condi¢cdes suaves de temperatura e pressao. Uma
classe especial de enzimas sdo as lipases, que sdo capazes de catalisar reacfes de
esterificacdo em ambientes apropriados. As reacdes de esterificacdo catalisadas por
lipases sdo um processo de grande importancia industrial, atualmente, a obtencao
de ésteres metilicos e etilicos produzidos a partir de 4cidos graxos de cadeia longa
tem sido usado na producdo de biodiesel. O desenvolvimento de técnicas de
imobilizagdo tem sido importante por proporcionar a reutilizagdo das enzimas,
facilitar a separacédo dos produtos, aumentar a estabilidade em solventes organicos
e reduzir o custo do processo. Nos ultimos anos, as pesquisas sobre nanomateriais,
incluindo os nanotubos de carbono, tém atraido muita atencdo devido a sua
capacidade em diversas aplicacbes, dentre elas, como suportes para imobilizacao
de enzimas. Com isso o0 presente trabalho apresenta o estudo da reacdo de
esterificacdo do acido oleico e etanol, utilizando como biocatalisador a lipase nativa
de Aspergillus niger, na sua forma livre e imobilizada em nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNTSs) ou hanocompoésitos (MWCNTs/PVA). Para este estudo
foi realizada a otimizagc&o das condi¢cfes reacionais com a lipase na sua forma livre
utilizando o planejamento fatorial, variando a temperatura, massa da lipase nativa de
A. niger e razdo molar do &cido oleico:etanol, sendo obtidos como parametros
Otimos para a reacdo de esterificacdo a massa de 15 mg da lipase de A. niger,
proporcao acido oleico:etanol 1:1 e temperatura de 30°C,sendo que o oleato de etila
foi obtido com 66%de conversdo quantificada pelo método Lowry-Tinsley e 91%
guantificada por CG-FID, em 6 horas de reacdo. A lipase nativa de Aspergillus niger
imobilizada nos suportes MWNTCs/PVA e MWNTCs, sem e com funcionalizacao
dos MWNTCs em peréxido (H.O,) e meio basico (KOH) apresentou-se inativa
guando imobilizada nos nanocompositos, ndo sendo observada a formacdo do
oleato de etila,porém ao imobilizar a lipase de A. niger nos MWCNTSs na auséncia do
PVA, as conversdes em oleato de etila foram de 0-16%. Logo os resultados obtidos
mostraram que a lipase de A. niger imobilizada sofreu inativacéo total ou parcial, em
relacdo a obtencdo do oleato de etila, evidenciando a influéncia da relacdo
substrato-enzima-suporte. Por outro ladoao utilizar a lipase nativa em sua forma livre
as conversdes a oleato de etila foram de boas a 6timas, sendo de 31-97% sob
condicbes reacionais favoraveis em 6 horas de reagcdo,mostrando-se como um
catalisador eficiente para a reacao de esterificacdo entre acido oleico e etanol.

Palavras-chave:Lipase, imobilizagdo, esterificagdo, nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNTS).



ABSTRACT

DIAS, Michele R.G.Synthesis ethyl oleate catalyzed by native Aspergillus niger lipase
immobilized on carbon nanotubes.2015.83 f. Trabalho de conclusdo de curso
(Bacharelado em Quimica) - Departamento Académico de Quimica e Biologia,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2014

The use of enzymes as catalysts has long been exploited in recent years due to their
advantages in comparison with conventional catalysts can highlight its high specificity
control the formation of byproducts, in addition, enzymes work under mild conditions
of temperature and pressure. A special class of enzymes are lipases, which are
capable of catalyzing esterification reactions in appropriate environments. The
esterification reactions catalyzed by lipases is a very important industrial process
nowadays to obtain methyl and ethyl esters produced from long chain fatty acids
have been used in the production of biodiesel. The development of immobilization
techniques have been important for providing re-use of enzymes to facilitate
separation of the product, increasing stability in organic solvents and reduce the cost
of the process. In recent years, research on nanomaterials, including carbon
nanotubes have attracted much attention due to its ability for applications as carriers
for immobilization of enzymes. Thus this paper presents the study of oleic acid and
ethanol esterification reaction, using as a biocatalyst native lipase from Aspergillus
niger, in its free and immobilized form carbon nanotubes multi-walled (MWCNTSs) and
nanocomposites (MWCNTs / PVA). For this study was undertaken to optimize the
reaction conditions with the lipase in its free form using the factorial design, varying
the temperature, mass of the native A. niger lipase and molar ratio of oleic acid:
ethanol, obtaining parameters as optimal for esterification reaction mass of 15 mg of
lipase from A. niger ratio oleic acid: ethanol 1: 1 and temperature of 30 ° C, wherein
the ethyl oleate is obtained with 66% conversion quantitated by Lowry-Tinsley
method and 91% quantified by GC-FID, 6 hours of reaction. The native lipase from
Aspergillus niger immobilized in MWNTCs / PVA and MWNTCs brackets, with and
without functionalization of MWNTCs peroxide (H,O,) and basic medium (KOH)
showed up inactive when immobilized in nanocomposites, not being observed the
formation of ethyl oleate. But by immobilizing lipase from A. niger MWCNTS in the
absence of PVA, conversions in ethyl oleate was 0-16%. So results showed that the
immobilized lipase from A. niger has undergone partial or total inactivation, relative to
obtain ethyl oleate, showing the influence of substrate-enzyme-supported
relationship. On the other hand when using the native lipase in free form conversions
were the ethyl oleate from good to excellent, being 31-97% under favorable reaction
conditions in 6 hours of reaction, showing as an effective catalyst for the reaction
esterification between oleic acid and ethanol.

Keywords:Lipase, immobilization, esterification, multi-walled carbon nanotubes
(MWCNTS).
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1 INTRODUCAO

As enzimas sao catalisadores de natureza protéica, que atuam diminuindo a
barreira de energia entre reagentes e produtos, aumentando a velocidade da reacao.
Estas possuem propriedades extraordinarias em relacdo aos catalisadores classicos,
como a alta especificidade, agem em condi¢cbes suaves de pressao e temperatura e
dificilmente formam produtos laterais.*

Uma classe de enzimas que vem se destacando sdo as hidrolases, em
especial as lipases (triacilglicerol acil hidrolases E.C.3.1.1.3), que em seu meio
natural hidrolisam triacilglicerdis aos correspondentes &cidos graxos e gliceréis.® As
lipases podem ser empregadas em diversos segmentos, tais como, na industria de
alimentos, detergentes e formulacfes desengordurantes, na sintese organica, com
énfase na sintese assimétrica e em reacdes de esterificacdo e transesterificacao
para a obtenc&o do biodiesel, entre outros.*®

As reacOes de esterificacdo catalisada por lipases tém adquirido atencéo
crescente em muitas aplicacdes, devido ao alto valor agregado a seus produtos
obtidos, como por exemplo, na resolucdo de misturas racémicas na industria
farmacéutica e, producéo de bicombustiveis a partir de ésteres de acidos graxos de
cadeia longa. >’ No entanto, essas enzimas na sua forma livre apresentam custo
elevado, bem como, podem apresentar baixa atividade catalitica em solventes
organicos. Alguns fatores podem desnaturar as enzimas, como, a variagdo no pH, o
uso de temperaturas mais elevadas, além disso existe a dificuldade de recuperacéo
e reutilizacdo do catalisador. Essas desvantagens podem ser minimizadas utilizando
condicbes apropriadas, com solventes adequados e técnicas de imobilizacdo. & °
Diversos materiais podem servir como suporte para imobilizacdo, como silica
mesoporosa, polimeros, entre outros, porém o uso de nanomateriais tem ganhado
atencdo devido as caracteristicas Unicas que esses materiais apresentam como
estabilidade térmica, &rea superficial elevada e resisténcia mecanica.®

A partir dessas consideracgdes, viu-se a necessidade de encontrar um suporte
eficiente para a imobilizacdo da lipase nativa de Aspergillus niger, e utilizar este
sistema como catalisador na sintese do oleato de etila, a partir do acido oleico e
etanol. Os suportes selecionados para este estudo foram os nanotubos de carbono

de paredes multiplas e alcool polivinilico.
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2 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos o interesse na utilizacdo de enzimas como catalisadores na
sintese organica tem recebido atencéo especial, isto se deve ao fato de que esses
catalisadores séo altamente versateis e realizam as reacdes em condi¢cdes suaves
de pressao e temperatura.

As enzimas hidroliticas, como as lipases estdo entre as enzimas mais
estudadas nos ultimos anos, pois sdo capazes de catalisar a hidrolise de
triacilglicerdis aos correspondentes acidos graxos e glicerol, bem como, varias
outras reacdes, entre estas pode-se destacar as reacdes de esterificacdo. A
esterificacdo catalisada por lipases tém adquirido cada vez maior atencdo devido
aos diversos setores que utilizam esses produtos, como a industria de alimentos,
farmacéutica, produtos de limpeza e em crescente ascensdo na industria de
bicombustiveis.

Diversos métodos vém sendo estudados para aumentar a atividade catalitica
das lipases nas reacgOes de esterificacdo em meio ndo-aquoso, podendo citar o uso
de diferentes solventes, técnicas de imobilizacdo, mudancas de temperaturas e pH.
Porém essas enzimas apresentam questdes a serem superadas para sua utilizacéo
em escala industrial, como o custo elevado, pois em muitos casos nao é possivel
sua reutilizacdo e quando reutilizadas apresentam sua atividade reduzida em varias
ordens de grandeza, e principalmente o tempo de reacdo que é muito superior
guando comparado aos métodos tradicionais.

Diante das diferentes aplicacdes das lipases, com destaque nas reacdes de
esterificacdo, fica evidente a realizacdo de pesquisas que buscam aumentar sua
atividade catalitica em solventes organicos, utilizando variadas faixas de
temperatura e pH, bem como, utilizar métodos que proporcionem a recuperacdo e
reutilizacdo destes biocatalisadores mantendo a atividade catalitica inicial, e realizar
tais reacbes em tempos menores, visando tornar 0 processo mais econémico e

atrativo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ENZIMAS

As enzimas sdo em geral de natureza protéica, isto €, sdo formadas por
longas cadeias de aminoacidos ligados através de ligacbes peptidicas (Figura 1). A
sequéncia exata de aminoacidos é chamada de estrutura priméaria (Figura 2a). A
conformacao tridimensional € chamada de estrutura secundaria (Figura 2b) e a
disposicéo espacial dessa sequéncia € designada como estrutura terciaria (Figura
2c). Algumas proteinas podem ser constituidas de multiplas cadeias polipeptidicas,
chamadas de subunidades, o arranjo dessas subunidades uma em relacdo a outra é
a estrutura quaternaria (Figura 2d). -2

Dois aminoacidos

Saida de uma
- — molécula de agua

N

H,0

Ligacdo peptidica

Aminoterminal Carboxiterminal

Figura 1- Representacéo da formacdo de uma ligacdo peptl’dica.l
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2-Representagdo da estrutura de uma proteina. (a) Estrutura primaria; (b) Estrutura

secundaria (c) Estrutura terciaria; (d) Estrutura quaternaria.

A utilizacdo de enzimas em diversos processos tem sido muito explorada,

pois possuem diversas propriedades cataliticas. As mais interessantes em relacao

aos catalisadores produzidos sinteticamente sao:

.2,3,11

Aumento da velocidade de reagcdo: os processos mediados por enzimas
podem aumentar a velocidade de uma reacdo em até 10%° vezes mais
rapidos do que os correspondentes n&o catalisados; ** *3

Condi¢cdes suaves: atuam em temperaturas abaixo de 100 °C, presséo
atmosférica e pH neutro. Essas condi¢cdes minimizam problemas de reacfes
secundarias indesejaveis, tais como a decomposicdo, isomerizacao,
racemizacdo e rearranjo, que muitas vezes ocorre na metodologia
tradicional;

Alta especificidade: as reac¢des raramente formam produtos secundarios;

Catalisam um grande numero de reacdes: aceleram a velocidade da
reacdo, sem alterar o equilibrio termodindmico. Apresentam diversos tipos
de seletividade tais como, quimiosseletividade, regiosseletividade,
diastereosseletividade e enantiosseletividade.

Porém ha algumas desvantagens quanto a utlizacdo desses

biocatalisadores: °

Sao sensiveis a alteragcdo brusca nos parametros operacionais, como
temperatura e pH;

S&o propensos a sofrerem inibicdo por agentes fisicos e quimicos;

e Algumas enzimas necessitam de cofatores (substancias organicas ou

inorganicas) para seu funcionamento;

Podem apresentar baixa estabilidade em meio orgéanico;
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e Apresentam alto custo.

Nos ultimos anos algumas destas desvantagens tém sido minimizadas pelo
uso de técnicas de imobilizacdo, que seréo discutidas no decorrer do trabalho, pois
podem fornecer estabilidade para as enzimas e facilitar a sua recuperagao e
reutilizacéo. &

Assim ao trabalhar com enzimas, existe na literatura propostas de como
ocorre a interacdo enzima-substrato, pois como todo catalisador, as enzimas
aumentam a velocidade das reagfes através da diminuicdo da barreira energética
existente entre reagentes (substratos) e produtos sem sofrer alteracdes
permanentes em sua estrutura. As enzimas aproximam o0s substratos (S) com
orientacdo espacial favoravel dentro de uma cavidade, denominada sitio ativo,
formando um complexo enzima-substrato (ES). A formagéo deste complexo conduz
a uma diminuicéo da energia de ativacdo, aumentando a velocidade da reacdo. » %

Uma acéo enzimatica pode ser representada conforme Figura 3, onde E, S e
P representam a enzima, substrato e produto, respectivamente. ES € o complexo da

enzima com o substrato. 2

Enzima Complexo enzima-substrato Enzima
- = -
y N e,
y 5 — N\ 7 /‘m\
)

\ / { / \

S ¢ 4 b

+
Produtos

Substrato

E+S :——ES — T E®P
Figura 3 - Representacdo esquematica do mecanismo de acao enzimatica.’

As enzimas sdo classificadas de acordo com a Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia molecular (UIBBM- International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) conforme as reacdes que catalisam. Existem seis classes
principais de enzimas (Tabela 1). Para a identificacdo individual,as enzimas
possuem um codigo de 4 digitos na Comissdo de Enzimas (EC —-Enzyme
Commission), EC A.B.C.D, onde,A representa a classe principal, B a sub-classe, C

indica a sub-subclasse e D é o nimero individual da enzima em sua sub-subclasse.?
3,11
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Tabela 1 - Classificacdo das enzimas segundo a UIBBM.> '

Classificacdo Tipo de reacéo catalisada

1. Oxidorredutases Transferéncia de elétrons, reagfes de oxidorreducao

2. Transferases Transferéncia de grupos funcionais

3. Hidrolases Reac8es de hidrolise

4. Liases Adicao de grupos as duplas ligacdes ou eliminacao de grupos
para formacao de duplas ligacbes

5. Isomerases Isomerizacao

6. Ligases Formacdao de ligac6es pelo acoplamento com hidrélise de ATP

As enzimas hidroliticas sdo os biocatalisadores mais utilizados na sintese
organica e representam grande parte das enzimas utilizadas na indastria, dentre
elas estdo as proteases, esterases, amilases, celulases, e de grande destaque as

lipases.® & 1°

3.2 LIPASES

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases EC 3.1.1.3) sdo enzimas que
pertencem a classe das hidrolases e, em ambiente natural catalisam as reacdes de
hidrélise de triacilglicerois aos correspondentes acidos graxos e glicerol.

As lipases desempenham um papel importante na biocatalise. Sdo capazes
de catalisar diferentes reacdes, tanto em meio aquoso como em organico,
apresentando excelente atividade.> Além de apresentar diversas vantagens em
comparacdo as demais classes de enzimas, tais como, ndo necessitam de
cofatores; podem atuar em ampla faixa de pH; possuem alta especificidade e
propriedades estereosseletivas e regiosseletivas. *

Esses biocatalisadores sdo encontrados em diversos organismos, incluindo
animais, plantas, fungos e bactérias. Os microorganismos sdo a fonte preferencial
de producdo de enzimas, especialmente os fungos, pois as enzimas por eles
produzidas normalmente séo extracelulares, favorecendo sua extracéo, isolamento e
purificacdo. > >’

Em solventes organicos, as lipases catalisam a transferéncia de grupos acila
denominados doadores para uma ampla faixa de compostos aceptores diferentes da
agua. Dependendo do tipo do doador acila e do aceptor, as reacdes catalisadas por

lipases incluem esterificacdo, transesterificacdo, aminolise, entre outras (Figura 4)3
5, 6,16, 18
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Amindlise 0
Enzima
R1 + RS_NHZ - — R1 + R2 \
0—R, HN—R; OH
Transesterificacao
0 O
Enzima //
Ry + R \ = = Ry \ + R \
0—R, OH O0—R3 OH
Esterificacao
0 @]
Enzima
R, + Rz__\ = Ri + HO
OH OH 0—R,

Figura 4 - Reacdes catalisadas por lipases. *°

Muitas lipases exibem um aumento na atividade enzimética quando estdo na

.1 relataram que a enzima ao

presenca de interfaces organico/ aquosa. Sarda e co
entrar em contato com a interface organico/ aquosa sofre uma mudanca
conformacional que aumenta a sua atividade. Este fenébmeno ficou conhecido como
ativacao interfacial. Apds a elucidagcédo das estruturas das lipases por cristalografia
de Raio-X, verificou-se a presenca de uma cadeia polipeptidica cobrindo o sitio ativo
da enzima em solucdo (forma fechada), denominada tampa. A interacdo com a
interface organico/ aquosa provoca um rearranjo estrutural, tornando acessivel o
sitio ativo e permitindo a catalise (forma aberta).Porém algumas lipases nao
apresentam o sitio ativo recoberto pela tampa e ndo precisam da interface para
desempenhar sua atividade hidrolitica. > > % 6

A Figura 5 mostra a estrutura de uma lipase com seu sitio catalitico
acessivel, ou também conhecido como forma aberta. Utiliza-se um inibidor co-
cristalizado (em preto), mostrando de forma visivel o sitio ativo (forma aberta). A cor
vermelha mais intensa ao redor do sitio ativo indica a area hidrofébica, que ao

interagir com uma fase hidrofébica estabiliza a enzima nessa conformagéo.
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Figura 5-Representacdo da camada aberta da lipase de Rhizomucor miehei. °

Essas enzimas realizam a catalise através de um padrdo compreendendo
trés residuos de aminoacidos que sao serina, histidina e aspartato ou glutamato
(Ser-His-Asp/Glu).>® A Figura 6, mostra a representacdo grafica da estrutura
tridimensional da lipase de Candida Antarctica (CAL-B)com a ampliacdo do seu sitio

ativo formado pela cadeia lateral da Ser-His-Asp.

Figura 6 - Representagdo esquematica da estrutura tridimensional da lipase de Candida antarctica
obtida por raio-X."?

As lipases podem ser utilizadas em diversas aplicagfes industriais, motivo
pelo qual o seu uso no mercado vem crescendo nos ultimos anos. Elas podem ser
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empregadas no processamento de alimentos, detergentes e formulagdes
desengordurantes, produtos farmacéuticos, industria de polpa e papel,no tratamento
de efluentes ricos em 6leos e gorduras e em sintese organica.* *> °

A utilizacdo de lipases na sintese de ésteres de acidos graxos vem sendo
fonte de estudo para a producdo do biodiesel.?’Yin e col.*’em seus estudos
empregaram a lipase (Lipase LS-20) imobilizada em silica funcionalizada com é&cido
organofosfénico na sintese do oleato de etila, a partir do acido oleico e etanol,
obtendo-se uma taxa de conversao de até 89,94% em 10 horas de reacéao.

Como descrito anteriormente as lipases podem ser extraidas de diferentes

fontes, conforme sera relatado no proximo topico.

3.2.1 Obtencéo de Lipases

As lipases podem ser obtidas de animais, plantas, bactérias ou fungos. A
producdo a partir de microorganismos é realizada principalmente através da
fermentacdo submersa (FS) ou pela fermentacdo em estado sélido (FES).” ¢ 2

Varios microorganismos produtores dessas enzimas tém sido relatados na
literatura, tais como, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida
rugosa, Aspergillus niger (A. niger), Rhizomucor miehei, entre outros. Porém os
fungos filamentosos séo fontes preferidas de lipases uma vez que eles tendem a
produzir enzimas extracelulares, favorecendo a sua extracéo e purificacéo. " *> #As
espécies do género Aspergillus possuem diversas aplicacdes, dentre elas pode-se
citar a sua utilizacdo em reacdes de esterificacdo. 2

Carvalho e col.Zestudaram a esterificacdo do (R,S)-ibuprofeno com 1-
propanol utilizando quatro espécies diferentes do género Aspergillus, na sua forma
livre e imobilizada em celite. Este trabalho demonstrou que a lipase de A. niger
apresentou maior capacidade de esterificagcdo e, melhores rendimentos na sua

forma imobilizada em comparagéo a sua forma livre.
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3.2.2 Lipases na sintese de ésteres

A sintese de ésteres catalisada por lipases atraiu interesse de
pesquisadores durante a Ultima década, devido a um aumento do uso de ésteres
organicos na area de biotecnologia e na indUstria. >Os ésteres produzidos a partir de
acidos graxos de cadeia curta sdo importantes componentes de sabores e aromas
artificiais na industria de alimentos, ja ésteres metilicos e etilicos de &cidos graxos
de cadeia longa tém sido utilizados para a producéo do biodiesel. *> %

As reacbes de esterificacdo catalisadas por lipases entre alcoois e acidos
graxos podem ser realizadas em solventes organicos e, em sistemas livres de
solventes, com baixa atividade de dgua. Embora a sintese de ésteres possa ser feita
quimicamente via catélise acida ou basica, a utilizacdo dessas enzimas apresentam
as vantagens de atuarem em condicfes suaves de pressao e temperatura, reducao
de reacdes paralelas e apresentarem alta especificidade.> 2°

O mecanismo de esterificacdo catalisada por lipase mostra que um &cido
graxo forma um complexo acil-enzima com a lipase, liberando uma molécula de
agua, seguido pela ligacdo do alcool ao complexo acil-enzima, este Ultimo é entdo
transformado em um complexo de éster-enzima, ocorrendo em seguida a quebra da
ligagdo do complexo, liberando o produto éster e a enzima livre, conforme

representacdo esquematica na Figura 7.°
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His His His
+ =]
HNT H AN X 5 HNT 0
\ A 3 (; . Ser V@ T Ser
—M----H —h----H e — _N‘-‘--H\

2 | D\) “.
(o] ) v
A ST e C//J( \ Ser Asp Céo

\ /
- Asp—C'D
Iy o}
g
T
R, OH
o]
His ||}
C
/ M
. 1
HN
J/’OI\\\.*Br:r HN, (;)\ g}\\
\— H . 5
o \;‘N—H .
/, Complexo
Asp Cé{- enzima-substrato *
. /D
.’\:«p—C’:'
I
Rl Ester
RZ‘.
- — S)
0
O R'\
His |||) ‘_ His L
C
OH

0 /
Ser 0 / / 2 H;0 Asp ce
/j’ / A e G '\@
Asp C\'E; R \D
Acil-enzima Intermediario complexo

Intermediario complexo

acil-enzima enzima-substrato

Figura 7 - Mecanismo proposto para reacéo de esterificacdo catalisada por lipases.®

Entre os principais fatores que podem influenciar o rendimento de ésteres,

citam-se as concentracdes de enzima e substrato, razdo molar entre acidos e
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alcoois, o valor de pH, a temperatura de reacéo, o teor de agua e a area total do
substrato.’

Zhong e col.*®estudaram a esterificacdo dos oleatos de alquila em sistemas
livre de solvente utilizando a lipase comercial de Candida sp. 99-125, em relacdo
aos rendimentos dos ésteres foi observado que quanto maior a temperatura
reacional, menor foi a taxa de conversdo em ésteres. Além disso, foi observado a
necessidade de um teor minimo de agua para que a enzima nao sofresse total
desidratacdo e mantivesse sua estrutura nativa, em relacdo ao tamanho das cadeias
alquilicas do élcool foi observado que o rendimento diminuiu com o aumento da
ramificagdo da cadeia alquilica, evidenciando assim, a dificuldade do substrato se
aproximar do sitio ativo da enzima.

Visando um maior desempenho desses catalisadores nas reacdes de
esterificacdo, técnicas de imobilizacdo vém sendo empregadas com o intuito de
aumentara atividade catalitica, estabilidade e facilitar o manuseio e recuperacéo da

enzima do meio reacional. &%

3.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Em muitos casos a atividade catalitica observada nas enzimas em solventes
organicos é de varias ordens de grandeza mais baixas do que em agua, tornando as
aplicacdes praticas pouco atraentes. No entanto, essa situacdo pode ser melhorada
pela escolha de condi¢cdes apropriadas para a biocatalise em solventes organicos,
como por exemplo, a utilizacdo de métodos de imobilizacdo de enzimas.® °Esses
métodos podem fornecer um aumento da atividade catalitica em comparagcédo com a
enzima ndo imobilizada, facilitam a sua reutilizacdo e purificacdo do produto. %22

Existem varios métodos de imobilizacdo, podendo ser divididos em duas
categorias, 0 método quimico, onde a enzima é fixada através de ligacOes
covalentes, ligadas através de um unico ponto ou formando ligacdes cruzadas, e 0
meétodo fisico, onde atuam as forcas fisicas (adsorgéo, interacdes eletrostaticas e
outras) como também, a inclusdo da enzima em espac¢os confinados, ao qual ela fica
aprisionada, mas continua ativa cataliticamente.® & ® 1® 2°A Figura 8 ilustra alguns

métodos utilizados para a imobilizacdo de enzimas.
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G Ae &

Adsorgdo Confinamento Ligacgdes cruzadas

Ligacdo covalente

Enzima

Figura 8-Representacdo esquematica dos métodos de imobilizacdo de enzimas.’

A escolha do método para a imobilizacdo dependera do tipo de enzima,
suporte e sua finalidade enzima-substrato. *°

Assim, a catalise homogénea utilizando uma enzima nativa transforma-se
em catdlise heterogénea quando biocatalisadores imobilizados sdo utilizados. °
Dependendo da técnica de imobilizacdo, as propriedades do biocatalisador, tais
como, estabilidade, seletividade, pH e temperatura podem ser alterados
significativamente, muitas vezes obtendo-se um maior desempenho do catalisador.®
8 1%No entanto, a imobilizacdo também pode causar a desativacdo da enzima e,
como em todos os casos de catalise heterogénea, as limitacdes de transferéncia de
massa podem causar uma diminuicdo na atividade especifica da enzima (mols de
substrato convertido por enzima unitaria por unidade de tempo). & ®3°

Um requisito importante na imobilizacdo de enzimas é que o suporte deve
fornecer um ambiente biocompativel, isto €, ndo deve interferir na estrutura nativa da
enzima. A escolha do suporte é essencial para um bom desempenho do sistema
com a enzima. Algumas caracteristicas sdo desejaveis para um bom suporte, tais
como, possuir uma boa area superficial, estabilidade quimica, mecénica e térmica,
resisténcia ao ataque microbioldgico, possuir grupos quimicos que possam ser
ativados ou modificados de modo a permitir a ligacdo com a enzima e ser insoluvel

no meio reacional. & 2% 2°
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3.3.1 Suportes para imobilizagdo de enzimas

Estudos recentes tém demonstrado que a atividade e estabilidade das
enzimas imobilizadas nas reac¢fes de hidrolise e esterificacdo podem ser aumentada
através da utilizacdo de nanomateriais como suporte. 33!

Nanomateriais sdo materiais em escala nanométrica e, que apresentam
propriedades diferenciadas daquelas do sélido estendido, por se encontrar abaixo do
seu tamanho critico. As propriedades desses materiais estao diretamente ligadas ao
tamanho e a forma dessas particulas. %> 3

Atualmente, existe um interesse consideravel no uso de materiais em
nanoescala, que visa explorar os fenbmenos Unicos associados a estes materiais.
Os avancgos na fabricacdo desses materiais deram aos pesquisadores acesso a uma
variedade de nanomateriais, que possuem propriedades Unicas, tais como,
eletrénicas, magnéticas, mecanicas, quimicas e 6pticas. 3 3!

Alguns nanomateriais podem servir como excelentes materiais para a
imobilizacdo de enzimas, porque oferecem as caracteristicas ideais para equilibrar
0s principais fatores que determinam a eficiéncia dos biocatalisadores, incluindo a
elevada area superficial e menor resisténcia a transferéncia de massa. Varios
nanomateriais como 0s hanotubos de carbono (NTCs), nanoparticulas,
nanoparticulas magnéticas, matrizes nanoporosas, nanofibras, tem sido relatadas
como grande potencial para revolucionar a preparacdo e utilizacdo de
biocatalisadores. % 3 34

Os NTCs séo divididos em dois grupos os de parede simples (SWCNTs —
single-walled carbon nanotubes), e de paredes multiplas (MWCNTs — multi-walled
carbon nanotubes), como representados na Figura 9, estes sdo formados por uma
ou vérias folhas de grafeno enroladas de forma concéntrica, possuindo cavidade
interna oca e tendo as extremidades abertas ou fechadas. Os SWCNTs podem
apresentar trés estruturas, armchair, zig-zag e chiral, em relacdo a maneira de como

a folha de grafeno é enrolada, possuindo propriedades especificas. 3% %
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Figura 9 - Representacdo esquematica da estrutura de nanotubos de carbono. (a) SWCNTs, (b)
MWCNTs.*

Os NTCs possuem propriedades interessantes como alta resisténcia quimica

e mecanica, resisténcia a oxidacdo e a temperatura, grande area superficial sendo
assim, um material promissor para diversas aplicagcbes no futuro, incluindo a
biocatalise.®* *Estudos realizados sobre a imobilizacdo da lipase em nanotubos de
carbono descrevem este sistema como um promissor biocatalisador na sintese de
ésteres.?® %’
Vérios esforcos tém sido direcionados para a producdo de compdsitos,
polimero/ NTCs para aplicacfes funcionais. Porém seu uso tem sido limitado devido
as dificuldades associadas a dispersdo desses materiais ha matriz polimérica, pois
as particulas tendem a aglomerar-se devido as interacdes de Van der Walls entre as
superficies hidrofébicas dos NTCs. Vérias técnicas vém sendo desenvolvidas para
proporcionar uma melhor interagdo dos NTCs com materiais polimeéricos, como a
utilizacao de surfactantes, que sdo capazes de diminuir a tensao interfacial entre os
NTCs, reduzindo a formacao de agregados e a funcionalizacdo através de métodos
quimicos.®* %

A funcionalizacdo quimica € um método covalente, com o ataque direto dos
grupos funcionais sobre os NTCs, sendo este realizado nas pontas ou paredes
laterais. Quando os NTCs possuem defeitos intrinsecos ou induzidos, estes locais
podem ser atacados por oxidantes fortes formando grupos carboxilicos ou hidroxilos,
gue podem ainda ser usados como precursores para 0 ataque de outros grupos
funcionais, além disso, esses compostos se tornam sollveis em diversos solventes
organicos devido a alteracdo da natureza hidrofébica com a adicdo de grupos

polares. 383940
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Dentre os varios polimeros utilizados para produgédo de compadsitos podemos
citar o &lcool polivinilico (PVA), que trata-se de uma resina sintética, sollvel em
agua, produzida em grande volume. Este polimero além de ser um excelente
adesivo, possui boa resisténcia a solventes, 6leos e graxas. Tém sido muito utilizado
em fibras, adesivos, emulsificantes, e como suporte para imobilizacdo de enzimas.

A utilizagdo de um suporte NTCs/PVA torna-se interessante, pois a natureza
polar do PVA pode facilitar a formacéo de ligac6es hidrogénio com as hidroxilas e
carboxilas dos nanotubos de carbono funcionalizados, proporcionando um
nanocompoésito homogéneo, favorecendo a imobilizacdo das enzimas e sua
aplicacdo na sintese de ésteres.

Diante das consideracfes feitas até entdo fica claro a necessidade de
estudos que envolvam reacdes de esterificacdo utilizando biocatalizadores, bem
como, a tentativa de melhoria das condi¢cbes reacionais para que essa reacao
catalitica seja mais atraente frente aos catalisadores classicos.

Uma abordagem para melhor compreensdo das variaveis envolvidas no
sistema (temperatura, razdo molar, concentracdo de enzima) e a resposta
(rendimento de ésteres) com o intuito de obter condi¢des reacionais 6timas para o
sistema, podem ser obtidas através da utilizacdo de planejamentos fatoriais, onde
todos os parametros podem ser variados ao mesmo tempo dentro de uma faixa

escolhida. 4

3.4 PLANEJAMENTOFATORIAL

Em qualguer area da pesquisa, um dos problemas mais comuns é
determinar a influéncia de uma ou mais variaveis sobre a resposta do sistema, com
a finalidade de aprimorar o processo, reduzindo tempo e custo, assim os métodos
multivariados consistem em realizar o menor nimero de experimentos a fim de obter
0 méximo de informacées de modo a otimizar o processo.** **

Existem varios tipos de planejamentos fatoriais, a escolha do planejamento
irA depender dos objetivos que se pretende alcancar. Inicialmente pode-se realizar
uma triagem de variaveis, a fim de se obter a influéncia destas na resposta do

sistema, que geralmente sdo obtidas através de planejamentos fatoriais completos
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ou fracionérios. Por exemplo, em um planejamento fatorial completo o nimero de
experimentos consistira em 2%, onde k representa o nimero de fatores ou variaveis
gue se pretende investigar, e 0 2 os niveis destes fatores, geralmente denominados
pelos sinais (-) o nivel mais baixo e sinal (+) o nivel mais alto.**

Quando j& se conhece as varidveis que influenciam a resposta do sistema,
utiliza-se para otimizacdo de condi¢des reacionais a metodologia de superficie de
resposta (RMS — response surface methodology), que tem o objetivo de atingir uma
regido otima da superficie investigada. Esta metodologia baseia-se na construcéo de
modelos mateméaticos empiricos que aplicam func¢des polinomiais lineares ou
quadraticas para descrever o sistema estudado.** **

Um exemplo de planejamento que utiliza superficie de resposta é o
composto central (CCD - central composite design), no CCD além de um
planejamento fatorial inicial (2 quando se utiliza um planejamento completo) s&o

adicionados pontos axiais ou estrela (xa) € um ponto central (0). O valor de o pode
variar de o=1 a a=Vk, ou ainda pode se utilizar o conceito de rotabilidade, proposto

por Box e Hunter (1957) como critério para escolher o valor de o, neste caso a=v2F.
O valor de o representa a distancia dos pontos axiais ao ponto central e no ponto
central é definido o niumero de replicatas. Apos a construcdo do modelo é avaliado
sua capacidade de previsdo, neste caso se utiliza principalmente a analise de
variancia (ANOVA — Analysis of Variance).** 4

A etapa de otimizacdo das condi¢cdes reacionais na sintese de ésteres
utilizando enzimas livres como catalisador € essencial antes da aplicacdo no sistema
em estudo, a fim reduzir tempo e custo. Diversas técnicas podem ser utilizadas para
quantificacdo e caracterizacdo de ésteres, tais como, ressonancia magnética
nuclear, cromatografia gasosa, método Lowry-Tinsley e espectroscopia na regido do
infravermelho (IR), bem como, algumas técnicas séo utilizadas para caracterizar 0s
nanotubos de carbono funcionalizados, tais como, IR e microscopia eletronica de

varredura.
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3.5 TECNICAS ANALITICAS

Para o sistema em estudo as técnicas de cromatografia gasosa, ressonancia
magnética nuclear, método colorimétrico Lowry-Tinsley e espectroscopia na regido
do infravermelho (IR) s&o ferramentas importantes para caracterizacdo e
quantificacdo de ésteres, bem como as técnicas de espectroscopia na regidao do
infravermelho (IR) e microscopia eletrénica de varredura (MEV) sdo auxiliares para
caracterizar os nanotubos de carbono funcionalizados. Uma breve fundamentacéo

tedrica das técnicas analiticas utilizadas neste trabalho esta descritas a seguir.

3.5.1 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (GC — gas chromatography) é uma técnica utilizada
na separacdo de misturas de compostos volateis e seu principio esta baseado na
distribuicAo dos compostos entre duas fases distintas, uma fase estacionaria,
podendo ser liquida ou sélida e outra fase mével, gasosa.*®

Inicialmente a amostra é introduzida em uma camara (injetor) e vaporizada,
em seguida ela entra através de uma coluna contendo a fase estacionaria, 0s
compostos sdo levados pela fase mével ao longo da coluna e a interacdo dos
compostos com a fase estacionaria ir4 determinar a saida dos compostos da coluna
em tempos diferentes. Os compostos com maior interacdo com a fase estacionaria
permanecerdo por mais tempo retidos na coluna do que aqueles com menor
interagc&o, consequentemente apresentando tempos maiores de retencéo. 46

A fase movel é um gas inerte, geralmente sédo utilizados nitrogénio, hélio,
hidrogénio e argbnio. A coluna é um tubo longo contendo a fase estacionaria, ha
varios tipos de colunas disponiveis no mercado e esta deve ser escolhida de acordo
com 0s compostos que se deseja separar. A deteccdo dos compostos de uma
amostra € obtida através de um sistema de deteccdo, existem diversos tipos

detectores, sendo o mais comumente utilizado por responder satisfatoriamente ha
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uma ampla faixa de compostos, o detector de ionizacdo em chama (FID — flame
ionization detector). Outros fatores como a pressdao do gas de arraste e a
temperatura da coluna s&o importantes na separa¢éo dos compostos.*®

Para a sintese de ésteres a identificacdo dos compostos baseia-se na
comparacdo dos tempos de retencdo dos padrées com a amostra e sua
quantificacdo é efetuada através da integracéo das areas dos picos.

3.5.2 Método Lowry-Tinsley

O método Lowry- Tinsley*’ (1976) é utilizado para determinacdo de &cidos
graxos livres por espectrofotometria, e baseia-se na formacdo de um complexo
azulado (715 nm) formado entre os fons Cu?* (fase aquosa — solucdo a 5% de
acetato de cobre 1) e os acidos graxos livres (Figura 10) presentes na fase
organica. Utilizando uma curva analitica com o &cido graxo correspondente (acido
oleico) é possivel calcular o rendimento das reacdes de esterificacdo através do

desaparecimento do acido graxo no meio reacional.

rd M,
rR—c¢ ,° o ;C —R
N e
\‘ a"'
‘\‘ S
R—C o o C—R
\ / Cu //
VY
o]
N

H/ H

Figura 10 - Estrutura do complexo formado entre os ions Cu®" e os acidos graxos.
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3.5.3 Espectroscopia na regiao do Infravermelho

A espectroscopia ha regido do infravermelho € uma técnica que permite obter
informacdes sobre a estrutura da molécula, pode ser utilizada para realizar uma
andlise quantitativa ou qualitativa de compostos organicos ou inorganicos. Esta
técnica fundamenta-se na absor¢cdo de energia que ocorre nas frequéncias de
vibracbes moleculares, acompanhadas da variacdo do momento dipolar da
molécula, sendo a regido do espectro situada entre 4000 cm™ e 400 cm™ a mais

utilizada.*® 4°

O espectro de infravermelho obtido € caracteristico para cada molécula,
porém existem certos grupos de atomos que dao origem a bandas que ocorrem em
frequéncias muito proximas, independente da estrutura da molécula, porém é a
presenca destas bandas caracteristicas de grupos e consultas em tabelas que
permitem a identificacdo da molécula. A Tabela 2 apresenta alguns valores-base
para absorcdes de grupos funcionais, porém esses valores podem variar

dependendo da func&o organica.*®

Tabela 2 - Valores-base para as absor¢fes de grupos funcionais.*®

Grupo funcional Numero de onda (cm™)
O-H 3400
C-H 3000
C=0 1715
C=C 1650
C-O 1100

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma ferramenta essencial
quando se deseja identificar compostos organicos, como € o caso da formacéo de
ésteres, com a utilizacdo de técnicas complementares como a ressonancia
magnética nuclear pode-se comprovar a formagdo do composto em estudo. Esta
técnica também pode ser utilizada para avaliar a efetividade da funcionalizacéo
quimica realizada em NTCs, através da identificacdo de grupos funcionais na

superficie desse material.
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3.5.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é um método de
absorcdo, capaz de estudar varios nucleos, sendo mais usualmente disponiveis o
hidrogénio (*H) e carbono (**C). Ela fornece informacdes sobre o nimero de &tomos
magneticamente distintos do is6topo em estudo. O espectro gerado pela técnica de
RMN € um registro grafico das frequéncias dos picos versus as intensidades.Por
convencdo utiliza-se uma medida independente do campo magnético aplicado,

deslocamento quimico (d ), com unidade em partes por milhdo (ppm) em relacéo a

frequéncia principal do espectrémetro.*® 4°

Nesta técnica o solvente utilizado ndo deve conter hidrogénios, deve ser
inerte e possuir baixo ponto de ebulicdo, sendo o mais indicado o cloroférmio
deuterado (CDCI3). O composto comumente utilizado como referéncia é o
tetrametilsilano (TMS), pois produz um Uunico sinal de absorcdo (correspondente
exatamente 0,00 ppm), resultado de que seus hidrogénios sdo mais blindados
quando comparado aos hidrogénios da maioria dos compostos organicos. O TMS
possui algumas caracteristicas esséncias para um padrdo, tais como, ser
guimicamente inerte, simétrico, volatii e soldvel na maioria dos solventes
organicos.*® 4°

A técnica de RMN pode ser utilizada para caracterizacdo e quantificacdo de
ésteres obtidos através da reacéo de esterificacdo do acido oleico com etanol.

3.5.5 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) € uma técnica muito utilizada
em diferentes areas de pesquisas, pois fornece informacdes sobre a morfologia de
diversas estruturas, sendo estad uma analise das caracteristicas microestruturais da
amostra. Essa técnica pode ser empregada em diversos materiais, tais como,
metais, ceramicos, amostras biologicas e polimeros. Possui uma alta resolucéo,
podendo ser observadas amostras na escala de nandmetros.*® Sendo uma

ferramenta importante para avaliar a morfologia dos nanotubos de carbono.
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Portanto a partir dessas consideracgdes, este trabalho teve como finalidade
imobilizar a lipase de A.niger em nanotubo de carbono (MWCNTs/PVA ou
MWCNTSs)e este sistema suporte/A.niger foi utilizado como catalisador na sintese do

oleato de etila.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo imobilizar a lipase nativa de Aspergillus
niger (A. niger) em nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs)e /ou em
nanocompoésitos de MWCNTSs e alcool polivinilico (PVA) para posterior aplicacdo na
sintese do oleato de etila.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar o oleato de etila, utilizando a enzima comercial Lipozyme 435para
obtencdo do padrdo a ser utilizado na quantificacdo dos ésteres obtidos pela
enzima nativa de Aspergillus niger (A. niger), através da cromatografia
gasosa.

2. Caracterizar o padréo pelas técnicas espectroscopicas de infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR), ressonédncia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN *H).

3. Otimizar as condi¢cdes experimentais na sintese do oleato de etila, aplicando
analise multivariada, utilizando o planejamento composto central (CCD) e
metodologia de superficie de resposta (RMS).

4. Funcionalizar os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTS)
utilizando diferentes métodos (H.SO4/HNO;3, H,O, e KOH) e caracteriza-los
através das técnicas de FT-IR e microscopia eletronica de varredura (MEV).

5. Utilizar os MWCNTs funcionalizados e sem tratamento na preparagao dos
filmes (nanocompasitos-MWCNTs/PVA), empregando diferentes
metodologias, com o intuito de obter a melhor dispersdo dos nanotubos de
carbono no filme.

6. Imobilizar a lipase de A.niger no(s) filme(s) definido(s) no item 5.
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7. Imobilizar a lipase nativa de A.niger utilizando apenas os MWCNTs
funcionalizados e nao funcionalizado em solucdo tampao fosfato, sem a
presenca do PVA.

8. Avaliar a eficiéncia da lipase de A.niger imobilizada nos suportes do item 6 e
7 na sintese do oleato de etila a partir do acido oleico e etanol.

9. Utilizar os mesmos suportes do item 6 e 7 na auséncia da lipase na sintese
do oleato de etila.

10.Determinar as conversdes do oleato de etila por cromatografia gasosa e
método Lowry-Tinsley.

11.Validar o método de quantificacdo utilizando RMN *H.
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5 METODOLOGIA

Os meétodos descritos para este projeto foram adaptados com base em
referéncias da literatura e todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.
Inicialmente, foi realizada a sintese do oleato de etila utilizando a lipozyme 435 uma
enzima comercial para obtencdo do padrdo. Posteriormente,realizou-se a otimizacéo
das condicfes reacionais para a sintese do oleato de etila utilizando uma lipase
nativa de A.niger, nesta etapa a lipase foi utilizada em sua forma livre. Para a
otimizagéo foi empregado o planejamento fatorial com superficie de resposta, tendo
como variaveis a temperatura, proporcdo acido oleico/ etanol e concentracdo da
lipase.

Em paralelo a otimizagdo das condi¢cdes reacionais foi realizada a
funcionalizacdo dos MWCNTSs utilizando diferentes métodos. Posteriormente foram
preparados varios filmes MWCNTs/PVA, utilizando os MWCNTs funcionalizados
(MWCNTs-F) e sem tratamento (MWCNTs-pristine), através de diferentes
metodologias, com a finalidade de obtera melhor disperséo dos MWCNTspara
imobilizacdo da lipase. A Ultima etapa desse trabalho consistiu em realizar a
esterificacdo do acido oleico com etanol na condi¢éo 6tima da lipase de A.niger em
sua forma livre imobilizada nos filmes MWCNTs/PVA/lipase, bem como,
MWCNTSs/lipase.

A Figura 11 apresenta um esquema das etapas que foram realizadas neste
trabalho. O procedimento que foi utilizado em cada etapa esta descrito nas proximas

subsecodes.
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Figura 11- Representacdo esquemaética das etapas realizadas neste trabalho.

5.1 PREPARACAO DO PADRAO

O oleato de etila utilizado como padréo na quantificacdo da sintese do oleato
de etilaa partir do &cido oleico e etanol, através da cromatografia gasosa foi obtido
empregando uma enzima comercial que possui excelente capacidade de conversao
em éster, de acordo com estudos prévios no grupo de pesquisa. Em um erlenmeyer
de 125 mL foram adicionados 25 mg da lipase comercial Lipozyme 435, 10 mmol do

acido oleico (~3,2 mL), 10 mmol de etanol (~0,59 mL) e 25 mL de hexano. O sistema

foi deixado sob agitacdo a 150 rpm em um agitador tipo Dubnoff, com banho
termostatizado, a temperatura de 35°C, por 24 horas.Ao término da reacao filtrou-se
a solucdo para remocdo da lipase. O produto obtido foi concentrado através do
rotaevaporador e posteriormente, o produto obtido caracterizado por técnicas
espectroscopicas de Infravermelho (FT-IR) e Ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN *H).
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5.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS NA SINTESE DO OLEATO
DE ETILA CATALISADO PELA LIPASE NATIVA A. NIGER

Para a otimizacdo das condicbes experimentais foi realizado um
planejamento composto central (CCD) com metodologia de superficie de resposta
(RMS), e apo6s a construcdo do modelo foi avaliado sua capacidade de previséao,
utilizando a analise de variancia (ANOVA), a escolha das variaveis e seus niveis
foram definidos com base na literatura e estudos prévios realizados no grupo de
pesquisa.

Temperatura, propor¢cdo acido oleico:etanol e concentracdo da lipase de
A.niger (usada na sua forma livre) foram definidos como variaveis independentes, e
a conversdao em oleato de etila como variavel dependente, a combinacdo das
variaveis independentes foi utilizada para otimizacdo das condi¢cdes reacionais na
sintese do oleato de etila. A lipase de A. niger foi utilizada na sua forma livre, sendo
recebida de doacgdo da prof?. Patricia da USF (Universidade de Sdo Francisco),
apresentando-se na forma liofilizada. As variaveis e o0s niveis utilizados no

planejamento estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Niveis das variaveis independentes para sintese do oleato de etila.

Niveis das variaveis
Variaveis independentes -1 -a 0 +a +1

Raz&o molar acido

o 1:1 1:0,32 1:2 1:3,68 1:3
oleico: etanol(mmol) (x,)

Massa da lipase (mg) (X») 25 8 50 92 75

Temperatura (°C) (Xs) 30 20 45 70 60

Para este estudo foi utilizado um conjunto de 17 experimentos, incluindo 2°
experimentos fatoriais (variaveis codificadas entre -1,+1), 6 pontos estrela(variaveis
codificadas entre -a,+a) e 3 repeticbes no ponto central (variaveis codificadas em
0). Para os pontos estrela foi utilizado o conceito de rotabilidade, sendo a distancia
dos pontos estrela ao ponto central dada pora=V27, onde k é o numero de variaveis
(o = 2%* = 1,68). Os niveis definidos nos pontos estrela foram obtidos de acordo com

a Equacéo (1).**

Xy = (Xcé) + PC Equagéo (1)
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Onde, xp € X. sdo as condi¢Bes originais e codificadas, respectivamente, PC € a
condicao no ponto central e A é a diferenca entre os valores originais dos niveis +1 e
-1.0s valores codificados das variaveis independentes para a realizacdo dos
experimentos para a sintese do oleato de etila sdo apresentados na Tabela 4.

Cada um dos 17 experimentos foi realizado nas condi¢des definidas pelo
CCD, o procedimento utilizado foi o mesmo descrito no item 5.1, entretanto aliquotas
em 6, 12 e 24 horas foram retiradas, a fim de otimizar o menor tempo e as maiores
conversdes em oleato de etila. Ao término da reacdo o produto foi separado da
lipase através da filtracdo, e as amostras quantificadas por cromatografia gasosa
(GC-FID) e pelo método Lowry-Tinsley.

ApoOs a otimizacao dos parametros reacionais, viu-se a necessidade de fazer
novos estudos variando a massa da lipase com a finalidade de reduzir o custo e
tornar o processo mais atrativo. Para este estudo seguiu o procedimento ja descrito
anteriormente, porém as quantidades da lipase estudada foram de 5, 15 e 25 mg e
as aliquotas retiradas nos tempos de 3 e 6 horas.

Tabela 4 - Planejamento composto central para sintese do oleato de etila.
Variaveis independentes

Experimento

X1 Xo X3
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
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5.3 FUNCIONALIZACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO

Para a funcionalizagdo dos nanotubos foram utilizados nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWCNTs) comercial da marca Aldrich, teor de
carbono superior a 98%, diametro externo 10+0,1 nm, diametro interno 4,5+0,5 nm e
comprimento 3-6 um. Os MWCNTs foram funcionalizados empregando trés rotas
distintas:

Rota A -Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 20 mg de
MWCNTSs, 10 mL de solucéo de acido nitrico (HNOs - 3,0 mol/L) e 10 mL de solugéo
de acido sulfurico (H,SO4- 3,0 mol/L), a mistura permaneceu sob agitacdo em refluxo
durante 6 horas;

Rota B -Em um baldo de fundo redondo foram adicionados100 mg de
MWCNTs, 5g de hidroxido de potassio (KOH) elOOmL de etanol, a mistura
permaneceu sob agitacdo em refluxo durante 8 horas;

Rota O — Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 20 mg de
MWCNTse 80 mL de solucdo de perédxido de hidrogénio (H,O, -30%), a mistura
permaneceu sob agitacdo em refluxo durante 2 horas.

Posteriormente a cada uma das rotas A, B e O, os MWCNTs foram separados
da solucdo por centrifugacdo (5000 rpm) e lavados com uma solucao agua/etanol
(1:1 v/v) até pH 7. Apos a lavagem os MWCNTSs-F foram secos em estufa a 50°C. A
morfologia dos MWCNTs-F foi analisada através da técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), e a sua caracterizacao realizada pela técnica de FT-
IR.

Os MWCNTs-F séo referidos no trabalho utilizando as seguintes siglas:
MWCNTSs-A (nanotubos de carbono de paredes multiplas submetidos ao tratamento
acido — Rota A); MWCNTs-B (nanotubos de carbono de paredes multiplas
submetidos ao tratamento basico — Rota B); MWCNTs-O (nanotubos de carbono de

paredes multiplas submetidos ao tratamento com peroxido de hidrogénio — Rota O).
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5.4 PREPARACAO DOS NANOCOMPOSITOS MWCNTs/PVA

Para a preparagcdo dos nanocompdésitos (MWCNTs/PVA) em forma de filme,
primeiramente adicionou-se 500 mg de alcool polivinilico (PVA) em um béquer de
100 mL e 10 mL de &gua deionizada, a mistura foi mantida sob agitacdo e
aguecimento (70°C) até completa solubilizacdo do PVA.

Para a preparacao dos filmes foram utilizadas trés diferentes metodologias
(Figura 12), em cada um dos métodos o procedimento de preparacdo dos
nanocompositos de MWCNTSs/PVA foi composto de trés etapas principais: dispersao
dos MWCNTs em solvente, mistura dos MWCNTs em PVA previamente solubilizado
e posterior secagem da mistura em placas de petri para formacdo do filme
(nanocompdsito). Em cada uma das rotas foram utilizados os nanotubos de carbono
MWCNTs-A, MWCNTs-B, MWCNTs-O e MWCNTSs-pristine. Para a preparacdo dos

filmes sequiu as rotas 1,2 e 3, conforme descritas abaixo.

Rota 1 Rota 2 Rota 3
v v Vi
Dispersdoem banho Agitacio dos Dispersdoem banho

de ultrassom dos

MWCNTs em agua

de ultrassom dos

MWCNTSs + Tween outolueno (40min) MWCNTs em THF
em agua (2hrs) \b (15$|n)

Adicao damistura
ao PVA solubilizado

Dispersaoda
mistura em banho

Adicao da mistura
ao PVA solubilizado
e agitagao (15min)

e agitacao (3hrs) de ultrassom (2hrs) T
v \/ Banho de ultrassom
Banho de ultrassom Adicao da mistura (15min)
(1hr) ao PVA solubilizado \ 3 Ciclos
e agitacao (18hrs)

Agitacdo (15min)

Secagemem placadepetri  |€

Figura 12- Representagdo esquematica das rotas utilizadas na preparagéo dos filmes.

Rota 1: Em um béquer de 50 mL foram adicionados 5 mg de MWCNTSs,
7,5 mg de surfactante Tween 80 e 10 mL de agua deionizada, a mistura foi dispersa
em banho de ultrassom por 2 horas. Em outro béquer conforme descrito
anteriormente realizou-se a solubilizacdo do PVA. Posteriormente, a solucdo do

MWCNTSs dispersa foi adicionado ao PVA previamente solubilizado e mantido sob
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agitacdo por 3 horas, ap0s este periodo a mistura permaneceu por mais 1 hora em
banho de ultrassom. Ao término deste ciclo a mistura foi transferida para uma placa
de petri e mantida a 40°C, em banho termostatizado, até completa secagem do
material e formacao do filme.

Rota 2 e 2": Em um béquer de 50 mL foram adicionados 5 mg de MWCNTs
e 10 mL de solvente (4gua deionizada (2) ou tolueno (27)), e mantidos sob agitacdo
constante durante 40 minutos. ApOs a agitacdo a mistura foi dispersa em banho de
ultrassom por 2 horas. ApOs este periodo a solucdo dispersada foi adicionada ao
PVA previamente solubilizado e mantido sob agitacdo por 18 horas.Ao término
desse ciclo a mistura foi transferida para uma placa de petri e mantida a 40°C, em
banho termostatizado, até completa secagem do material e formacao do filme.

Rota 3: Em um béquer de 50 mL foram adicionados 5 mg de MWCNTs e
5 mL de Tetrahidrofurano (THF), a mistura foi dispersa em banho de ultrassom por
15 minutos.Posteriormente, adicionou-se esta solugdo ao PVA previamente
solubilizado e manteve-se por 15 minutos sob agitacdo em agitador magnético.Apos
este periodo a mistura foi novamente colocada em um banho de ultrassom, o qual
permaneceu por mais 15 minutos. Realizou 3 ciclos dessa sequéncia (ultrassom —
agitador magnético-ultrassom). Ao término da sequéncia dos trés ciclos a mistura foi
transferida para uma placa de petri e mantida a 40°C, em banho termostatizado, até
completa secagem do material e formacao do filme.

Para verificar a melhor dispersdo dos nanotubos de carbono unidos a
formacdo de um filme homogéneo foram preparados 16 filmes decorrentes da
combinacéo das diferentes rotas de preparacdo dos filmes (1,2 e 3) e a utilizacdo
dos diferentes nanotubos de carbono funcionalizados (A, B e O) e sem funcionalizar
(pristine). Os nanocompaositos selecionados para suporte na imobilizacdo da lipase
de A.niger foram aqueles que apresentaram maior dispersao visualmente.

Os nanocompoésitos (filmes) preparados sdo referidos no decorrer do
trabalho utilizando as siglasdos nanotubos de carbono funcionalizados (MWCNTSs-A,
MWCNTs-B, MWCNTs-O e MWCNTs-pristine), adicionando a frente dessas siglas a
numeracdo 1, 2, 2" e 3 que representam a rota que o filme foi preparado. Ao final
dessa sigla & adicionando a letra P que representa o polimero (PVA). Exemplo:
1IMWCNTs-A/P, nanocompoésito preparado através da rota 1, utilizando os

nanotubos de carbono de paredes multiplas submetidos ao tratamento acido e PVA.
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5.5 IMOBILIZACAO DA LIPASE NATIVA DE A. NIGER

Primeiramente foram definidos os nanocémpositos que seriam utilizados
para imobilizacdo da lipase de A. niger de acordo com o item 5.4. Para imobilizar a
lipase de A.niger nos filmes (nanocompdsitos) foram utilizadas as mesmas
metodologias de preparacdo dos filmes descrita no item 5.4, com o adicional que
antes de colocar a mistura para secagem em placas de petri, foi adicionado a lipase
de A. niger(15 mg). Esta mistura foi agitada por 30 min em agitador magnético e
posteriormente esta solugcdo foi colocada em placas de petri e esta submetida a
secagem a 40°C. Para referenciar ao longo do texto os filmes com a lipase de
A.niger imobilizada a letra E foi adicionada ao final da sigla do filme (ex: IMWCNTs-
B/P-E lipase de A.niger imobilizada no nanocompdsito preparado através da rota 1,
utilizando os nanotubos de carbono de paredes multiplas submetidos ao tratamento
basico e PVA).

A lipase de A.niger também foi imobilizada sem a presenca do PVA,
utilizando apenas os nanotubos de carbono,empregando a seguinte metodologia:
em um béquer de 50 mL foram adicionados 5 mL de solucdo tampdao fosfato de
potassio (pH 7,0), 15 mg de lipase de A. niger e 5mg de NTCs (MWCNTs-B,
MWCNTs-O ou MWCNTs-pristine), a mistura permaneceu sob agitacdo por
24 horas. Ao término desse ciclo a mistura foi mantida a temperatura de 40°C, em
banho termostatizado, para completa secagem do material. Para referenciar a lipase
de A.niger imobilizada apenas nos MWCNTS, a letra E foi adicionada ao final da
sigla dos MWCNTs (ex: MWCNTs-B-E lipase de A. niger imobilizada em nanotubos

de carbono de paredes multiplas submetidos ao tratamento basico).

5.6 SINTESE DOS OLEATOS DE ALQUILA VIA CATALISE ENZIMATICA

Os filmes preparados de acordo com o item 5.5, foram cortados em sec¢des
de volumes regulares de aproximadamente 2mm? para posteriormente serem
utilizados como catalisadores na sintese do oleato de etila. Em um erlenmeyer de

125 mL foram adicionados a lipase de A. niger imobilizada, 1 mmol do acido oleico
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(~0,316 mL), 1 mmol de etanol (~0,058 mL) e 25 mL de hexano. O sistema foi

deixado sob agitacdo a 150 rpm em um agitador tipo Dubnoff, com banho
termostatizado, a temperatura de 30°C, por 6 horas. Ao término da reacao filtrou-se
a solucdo para remocédo da lipase de A. niger imobilizada. O produto obtido foi

quantificado por GC-FID e método Lowry-Tinsley .

5.7 TECNICAS ANALITICAS

5.7.1 Espectroscopia na regido do infravermelho — FT-IR

Para as anélises dos MWCNTs e dos padrdes, acido oleico e o oleato de
etila obtido via enzimatica, foi utilizado um equipamento da marca Varian-640-IR.

A caracterizacao dos padrdes (oleato de etila e &cido oleico) foi realizada no
modo de refletancia total atenuada (ATR), utilizando um acessério de ATR (PIKE),
0s espectros foram obtidos em modo de transmisséo.

Os MWCNTs-F foram caracterizados em modo de absorcédo, empregando

pastilhas de KBr, com concentracdo de 0,1% (m/m).

5.7.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear — RMN *H

As analises de ressonancia magnética nuclear foram realizadas em um
equipamento Bruker DPX-200 de 4.7 Tesla. Todas as amostras foram preparadas
em tubos de ressonancia adicionando-se 5 mg do composto e 0,6 mL do solvente
(cloroférmio deuterado - CDCI3) contendo 0,03% v/v de tetrametilsilano (Si(CH3)s—

TMS) como referéncia interna. Os espectros foram obtidos para nucleos de *H.
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5.7.3 Cromatografia gasosa — GC-FID

A gquantificagdo na sintese do oleato de etila via catalise enzimatica ocorreu
comparando os tempos de retencdo dos padrdes (acido oleico e oleato de etila) com
a amostra e integrando a area dos picos. A porcentagem em éster foi obtida de
acordo com a Equacao (2), onde Ace A, sdo a area do éster e do acido oleico

respectivamente.

XA
ZA(I.+AE

% ester = . 100 Equacéo (2)

Como padrdes foram utilizados o &cido oleico (comercial, 99,5%, Alphatec) e
0 oleato de etila sintetizado via enzimatica com a lipozyme 435.As amostras foram
analisadas em cromatdgrafo gasoso da marca Shimadzu GC-17A com detector FID,
equipado com coluna capilar HP-INNOWAX, com 30 m de comprimento, 0,250 mm
de diametro interno, 0,25 pm espessura do filme. A temperatura do detector FID foi
de 260°C, a relacao split de 1:9, e a quantidade de amostra injetada igual a 1,0 um.
Como gas de arraste foi utilizado nitrogénio, programacao de temperatura utilizada
no forno foi de 80°C a 240°C na razao de 10°C/min, permanecendo por 9 min. Fluxo
do gas de arraste 1 mL/min, pressao na coluna de 101KPa. O tempo total da corrida

foi de 25 min.

5.7.4 Método Lowry-Tinsley

7

O método Lowry-Tinsley € um meétodo indireto para determinagdo da
conversdo em oleato de etila, através desse método é medido o teor de acido oleico
residual na amostra.

Inicialmente, foi obtida uma curva analitica, onde foram preparadas amostras
contendo entre 0,1 e 2 mmol de &cido oleico, dissolvido em baldes volumétricos de
25 mL com hexano. Em seguida 0,5 mL de cada solucéo inicial do acido foram
diluidas em baldes volumétricos de 10 mL contendo hexano. Posteriormente3 mL da

solucéo final contendo o acido oleico foram adicionados a 7,5 mL do reagente de
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Lowry (solucdo a 5% de acetato de cobre Il — pH 6,0-6,2 corrigido previamente com
piridina) formando duas fases que foram misturadas durante 1 min usando um
misturador vortex. Posteriormente a mistura foi centrifugada por 10 min, observando
a separacao de duas fases: aquosa e organica. A curva analitica foi determinada a
partir da medida da absorbéncia da fase orgénica a 715 nm, utilizou um branco
como controle que ndo continha o &cido oleico. O equipamento utilizado foi um
ultravioleta visivel da marca Varian Cary 50.

Para a determinacdo do &cido oleico residual nas amostras, foram
adicionados 0,5 mL da amostra a ser analisada em balBes volumétricos de 10 mL
contendo hexano. Posteriormente foi seguido 0 mesmo procedimento de preparacao
da curva. A conversao em éster (%) foi determinada a partir da concentracdo de

acido oleico no meio, relacionando a absorbancia através da curva de calibracéo.

5.7.5 Microscopia eletrénica de varredura

A analise da morfologia dos nanotubos de carbono foi realizada através da
microscopia eletrénica de varredura. Os materiais foram dispostos, na forma de pg,
sobre uma fita adesiva dupla face de carbono previamente coladas sobre o porta
amostras. Todas as amostras foram metalizadas com ouro.

As andlises foram efetuadas em um microscépio da ZEISS modelo EVO
MAL15, sendo a tensdo maxima aplicada as andlises de 20 kV. As imagens foram
geradas por um detector de elétrons secundarios, com ampliacbes que variaram de
500 a 15 000 vezes. As condicdes de operacao, como a distancia de trabalho (WD),

tensdo aplicada (EHT) e ampliacdo das imagens estao disponiveis nas micrografias.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 CARACTERIZACAO DO OLEATO DE ETILA

O padréao oleato de etila foi sintetizado a partir do acido oleico e etanol,
utilizando a enzima comercial lipozyme 435. A estrutura quimica desse material foi
confirmada a partir dos espectros de FT-IR e RMN de *H.

Devido as interacdes intermoleculares os acidos carboxilicos formam
dimeros através de ligacdes hidrogénio. Dimeros de acidos graxos apresentam um
deslocamento da frequéncia de estiramento da carbonila (C=0) em numeros de
onda menores. Dessa forma para os monémeros de acidos graxos é observado um
estiramento em 1760 cm™, enquanto que para os dimeros ocorre entre 1720-
1706 cm™.** % O espectro de infravermelho do &cido oleico (Figura 13a) indica a
presenca do dimero, evidenciado pelo estiramento C=O em 1709 cm™, logo no
espectro do oleato de etila (Figura 13b) o respectivo estiramento aparece em

1738 cm™, indicando que ndo héa a presenca dessas interacdes intermoleculares.

( a) Acido Oléico

o <
© =
& £ (b)Oleato de etila
£ 4 1709
2 3 \
o =
F 3
E |
E 1738
4000 380 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)
Figura 13- Espectros de FT-IR/ATR do (a) &cido oleico e (b) oleato de etila.



50

A confirmacédo da sintese do &cido oleico (Figura 14a) em oleato de etila
(Figura 14b) foi realizada através do espectro de RMN *'H. Observa-se o
aparecimento de um quarteto em 6= 4,12 ppm, referente aos protons do CH, da etila
da funcao éster, o tripleto relativo ao CH; ligado diretamente ao C=0 aparece nos
dois espectros, porém com deslocamentos quimicos diferentes, 6=2,28 ppm (éster)
e 0=2,35 ppm (4cido), essa diferenca € notada pois 0 ambiente quimico que cada H
experimenta € diferente em cada composto, tais caracteristicas comprovam a

formacéo do produto desejado.

(@ Acido Oleico

W\/WM

234ppm

(b) Oleato de etila

” T ST
4.1 ppm ) ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.8 5.0 4.5 4.0 3.5 3.00 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 ppn

Figura 14 - Espectros de RMN de 'H (a) 4cido oleico e (b) oleato de etila. (200 MHz, CDCl3)

Assim apods confirmar a conversédo do acido oleico em oleato de etila pelas
técnicas utilizadas, o produto obtido (oleato de etila), bem como seu precursor (acido
oleico) foram utilizados como padrdes na quantificacdo por GC-FID do oleato de etila

obtido utilizando a lipase de A. niger.

6.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES REACIONAIS

Para a otimizacdo das condi¢des reacionais foram retiradas aliquotas em 6,

12 e 24 horas de reacdo, entretanto apenas as aliquotas de 6 horas foram
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quantificadas através de duas metodologias (GC-FID e Lowry-Tinsley). As aliquotas
retiradas nos tempos de 12 e 24 horas néo foram quantificadas, pois as amostras
em 6 horas de reacao ja apresentaram alto grau de conversao em oleato de etila.

Para avaliar a condicdo oOtima da reacdo, foram variados o0s seguintes
parametros: razdo molar (x;, 1:0,32-1:3,68), concentracdo do biocatalisador (x, 8-
92 mg) e temperatura (x3, 20-70°C). A fim de estudar a interacdo destes fatores
foram realizados experimentos variando os parametros em niveis e utilizado um
planejamento fatorial (CCD).

A gquantificagéo pelo método do GC-FID do oleato de etila obtido a partir do
acido oleico e etanol para os 17 experimentos utilizados no planejamento fatorial foi
realizada comparando os tempos de retencdo dos padres com a amostra e
integrando as areas dos picos. A Figura 15 mostra um cromatograma com a
sobreposicao dos padrbes (acido oleico e oleato de etila obtido via enzimética) e a

amostra do experimento 1.

Acido Oleico ()

W S|

Oleato de etila  (b)

Intensidade

S |

Amostra1l ()

i\

I I ! |
10 15 20 25

Tempo (min)

Figura 15 — Cromatograma dos compostos (a) acido oleico, (b) oleato de etila e (c) amostra do
experimento 1, por GC-FID. Condicdes de analises: Inj. = 240°C, Det. = 260°C , programagédo: 80°C
10°C/min 240°C, split 1:9, Pressédo do N, = 101 kPa

O cromatograma da Figura 15 mostra que os tempos de retencédo do acido
oleico séo 16,7, 19,1 e 19,6 min (Fig. 15a), e do oleato de etila sdo 13,4, 13,7, 15,4

e 15,7 min (Fig. 15b). Apoés a identificacdo dos picos dos padrdes, determinou-se a
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porcentagem de conversdo do acido oleico em oleato de etila para a amostra do
experimento 1 (Fig. 15c), de acordo com a Equacdo (2), pag 47, tendo como
resultado 96,01% de conversdo em éster. Para as demais amostras quantificadas
por GC-FID o mesmo procedimento foi realizado.

Apés a quantificacdo das reagBes no tempo de 6 horas nas diferentes
condi¢bes reacionais, tais como, temperatura, concentragédo da lipase e razao molar,
o comportamento do sistema foi avaliado construindo inicialmente um modelo

quadratico completo, dado pela Equacao (3)*.

y = Bo + Xi Bixi + X Buxl + Yi<j NiBijxix + € Equacao (3)

Os resultados experimentais obtidos por GC-FID utilizados para construcao
do modelo, bem como, a resposta prevista pelo modelo e os niveis codificados do
planejamento fatorial (valores decodificados apresentados na Tabela 3, pag. 40),

estao descritos na Tabela 5.

Tabela 5 — Planejamento composto central completo, resultados experimentais e resposta prevista
pelo modelo™.

Variaveis independentes Resultado

X Resposta
Experimento experimental prevista pelo
X1 X2 X3 (GC-FID) modelo
Oleato de etila (%)

1 -1 -1 -1 96,01 87,54
2 +1 -1 -1 98,39 98,48
3 -1 +1 -1 95,24 88,44
4 +1 +1 -1 81,75 85,89
5 -1 -1 +1 95,50 85,82
6 +1 -1 +1 96,74 98,01
7 -1 +1 +1 94,91 89,28
8 +1 +1 +1 85,05 87,98
9 -1,68 0 0 58,67 74,20
10 +1,68 0 0 89,98 82,29
11 0 -1,68 0 90,86 98,18
12 0 1,68 0 89,98 90,51
13 0 0 -1,68 95,22 99,12
14 0 0 1,68 95,48 99,42
15 0 0 0 98,18 97,58
16 0 0 0 97,88 97,58
17 0 0 0 98,06 97,58

! Modelo quadratico de acordo com a equacao 3.

Na Tabela 5 é possivel observar que a resposta prevista pelo modelo na
maioria dos experimentos apresenta valores diferentes dos resultados
experimentais, isso reflete diretamente no ajuste do modelo, quanto maior a

diferenca entre os resultados esperados e obtidos experimentalmente, maior sera o
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erro associado no modelo a ser ajustado. A fim de verificar o ajuste do modelo

quadratico construido foi aplicado o teste estatistico ANOVA (Tabela 6).

Tabela 6 — Andlise de variancia (ANOVA)

Soma Graus de F
Parametro Quadrética liberdade calculado
Regressido (SQR) 1078,53 9 1,28
Residuo (SQres) 656,20 7
Falta de Ajuste (SQfaj) 656,15 5

Os parametros como a soma quadrética dos residuos (SQres) nos fornecem
informacdes do que esta sendo modelado pelos coeficientes da regressao, logo para
adequar-se ao modelo, o valor obtido deve ser o menor possivel e a soma
quadratica falta de ajuste (SQfaj) também deve resultar em um valor baixo para que
o modelo possa ser ajustado & equacéo 3. **°*

Logo apos aplicar o teste ANOVA no modelo proposto observou-se que de
acordo com a Tabela 6, os valores elevados para os parametros SQres (656,20) e
SQfaj (656,15) evidenciaram que o modelo ndo se ajusta a equacdo quadratica,
porém o erro puro calculado para as replicas apresentou um valor baixo (0,04),
indicando que ndo existem erros significativos associados aos experimentos
realizados. No entanto através dos valores SQres, SQfaj e do teste F indicam que o
modelo pode ser considerado estatisticamente nao significativo, sendo que o teste F
com 95% de confianca, apresentou valores menores para Fcaculado(1,28) do que o
Frabelado (3,18), caracteristica de que o modelo néo é preditivo. O teste F calculado é
a razdo entre a soma dos quadrados da regressao e a soma dos quadrados dos
residuos, quanto maiores os valores de F mais significativo € o modelo, pois
consequentemente apresenta menores valores para os residuos.

Apos a verificacdo do ajuste ao modelo construido, através dos seguintes
parametros estatisticos SQres, SQfaj e do teste F, foi possivel concluir que os
parametros reacionais, tais como, temperatura, massa de lipase e razdo molar,
selecionados para avaliar a influéncia na reacdo de sintese do oleato de etila ndo se
ajustam a equacdo quadratica, foi entdo aplicado um modelo linear retirando os
pontos estrela do planejamento, porém novamente o modelo resultou em falta de
ajuste (SQres = 479,60 e SQfaj = 426,51), ndo sendo possivel obter o grafico de

superficie de resposta.
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Quando se trabalha com RMS a escolha da faixa inicial de variagdo dos
fatores é essencial, pois a escolha de valores inequivocos pode provocar erros no
modelo.** Logo a falta de ajuste no modelo decorre provavelmente do fato de se
trabalhar em condi¢cdes ideais a partir dos niveis das variaveis escolhidas,
prontamente ao alterar as condigdes experimentais ndo ha alteracédo significativa na
resposta.

A quantificacdo do oleato de etila através do método Lowry-Tinsley para os
17 experimentos utilizados no planejamento fatorial foi realizada utilizando uma
curva de calibragdo.AFigura 16 apresenta a curva de calibracdo obtida juntamente

com a regressao linear (equacéo da reta).

045 - y =108,0x - 0,011
R2=0,995

04 -
035 -
03 -
025 -
0,2 -

0,15

Absorbancia

0,1 -

0,05 -

0 0,0005 0,001 0,0015 0,002  0,0025 0,003  0,0035 0,004  0,0045

Concentragdo (mmol/mL de &cido oleico)

Figura 16 — Curva de calibracdo construida com acido oleico (0,1 a 2 mmol) a 715 nm, onde a
equacdao de reta e o coeficiente de determinacdo foram: y=108x-0,011 e Rz = 0,995.

Apés obtencdo da curva de calibracdo (Figura 15) verificou-se que o
coeficiente de determinagéo apresentou um valor igual a R2= 0,995, tornando valida
a equacao obtida através da regressao linear. A quantificacdo das amostras pelo
meétodo Lowry-Tinsley foi realizada utilizando a equacéo da reta (y = 108,0x - 0,011)
obtida pela regressao linear e os resultados obtidos para os 17 experimentos do

planejamento fatorial sdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Resultados para conversdo do oleato de etila nos 17 experimentos do planejamento
fatorial, através do método Lowry-Tinsley.

Conversao em Conversédo em
Experimento Oleato de etila (%) Experimento Oleato de etila (%)

(Lowry-Tinsley) (Lowry-Tinsley)

1 90,12 10 91,23

2 81,27 11 82,75

3 86,85 12 93,82

4 93,61 13 89,33

5 67,57 14 82,48

6 75,60 15 91,02

7 76,32 16 91,44

8 75,37 17 97,08

9 66,94

Ao analisar os resultados experimentais obtidos por GC-FID (Tabela 5) e
Lowry-Tinsley (Tabela 7) observa-se uma divergéncia nos valores quando
comparado as duas metodologias. Segundo MADALOZZO® que utilizou em seu
trabalho o método Lowry-Tinsley para quantificar a sintese do oleato de etila
utilizando uma lipase recombinante de Rhizopus oryzae, comprovou a validade do
método por meio da GC por padronizacao interna, obtendo valores muito proximos
de conversdo em éster ao final da reacdo através das duas metodologias, GC
(78,4% em 90 min) e Lowry-Tinsley (79% + 1,4 em 90 min). Logo se esperava uma
aproximacdo dos resultados de conversdo em oleato de etila através das duas
metodologias utilizadas neste trabalho, porém isso ndo ocorreu, portanto a partir dos
resultados obtidos optou-se por utilizar as duas metodologias para quantificacdo dos
demais experimentos.

Os resultados experimentais para as 17 amostras do planejamento fatorial
obtidos pelo método Lowry-Tinsley também foram utilizados para construcdo do
modelo quadratico e linear, porém novamente nenhum dos modelos p6de ser
ajustado, ndo sendo possivel obter a superficie de resposta.

Como nao foi possivel obter graficamente a otimizacdo das condicdes
reacionais, optou-se em utilizar as condicbes que apresentassem uma melhor
relacdo de custo-beneficio, tal como, menor temperatura, menores massa da lipase
e razdo molar, relacionados com uma maior conversdo. Para atingir esta relacao
custo-beneficio-rendimento, o melhor resultado obtido foi com o experimento 1, pois
comparativamente aos outros resultados obteve-se um alto rendimento (96% de

conversdo em éster) em menores temperatura (30°C), concentracdo de enzima
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(25 mg) e proporcao &cido:alcool (1:1mmol), logo estes pardmetros foram definidos
como condi¢des reacionais 6timas.

Com o intuito de reduzir ainda mais a massa da lipase de A.niger e o tempo
reacional novos experimentos foram propostos, sendo que para este estudo fixou a
temperatura em 30°C e razdo molar acido oleico:etanol (1:1 mmol). Variou-se
apenas a concentracdo da lipase de A.niger entre 5-25 mg, bem como, o tempo
reacional, onde foram retiradas aliquotas em 3 e 6 horas de reacdo. Para este
estudo as aliquotas foram quantificadas pelos métodos GC-FID e pelo método

colorimétrico Lowry-Tinsly. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Otimizacdo da massa da lipase de A.niger e tempo reacional na reacao de esterificagdo
do &cido oleico e etanol.

Resultado experimental

Massa de Tempo Oleato de etila (%)
A-niger(mg)  (horas) GC-FID Lowry-Tinsley
5 3 42,38 34,33
5 6 64,49 44,07
15 3 74,54 31,11
15 6 91,33 66,23
25 3 83,90 65,88
25 6 96,01 90,12

A partir dos resultados apresentados na Tabela 8, observa-se que as
conversdes do acido oleico em oleato de etila, variaram entre 42,38-96,01% e 34,33-
90,12%, pelos métodos GC-FID e Lowry-Tinsley, respectivamente. Nota-se que
guanto maior a quantidade de lipase, maior a taxa de conversdo, 0 mesmo ocorre
em relagdo ao tempo da reacdo, a porcentagem de conversdo em oleato de etila
aumenta com o tempo reacional.

Em um trabalho similar realizado por Zhong e col. (2013)*°avaliou-se a
influéncia da concentracdo da lipase comercial de Candida sp. 99-125na
esterificacdo do acido oleico e etanol (temperatura 30°C, propor¢do acido
oleico:etanol 0,05:0,15). A partir dos resultados relatados, este grupo obteve uma
méaxima conversao de 55% em oleato de etila apds 4 e 2 horas de reacéo, utilizando
5%(m/m) e 10%(m/m) de lipase em relacdo ao acido oleico, respectivamente.
Quando realizaram as reacfes em 24 horas, nao foi observado maiores conversoes.

Portanto, em relacdo aos resultados obtidos na Tabela 8, a lipase de A.
niger apresentou uma oOtima eficiéncia como catalisador na sintese do oleato de

etila, sendo que a taxa de conversdo ao respectivo éster em sua forma livre, foi de



57

aproximadamente 90% de conversao obtido pelo método GC-FID e 66% pelo
método Lowry-Tinsley, em apenas 6 horas de reacdo, utilizando 15 mg de lipase o
que representa aproximadamente 5% (m/m) de lipase em relacdo ao acido oleico.
Logo definiu como condicdo 6tima para a sintese do oleato de etila a relacdo de
15 mg de lipase de A. niger, temperatura 30°C, propor¢cdo acido oleico:etanol 1:1,
6 horas de reagéo.

Sendo que esta condicdo o6tima foi definida para avaliar a influéncia do
suporte na imobilizacdo da lipase de A. niger e eficiéncia deste sistema na
esterificacdo do acido oleico e etanol.

6.3 FUNCIONALIZACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO

Os nanotubos de carbono por possuir em sua superficie uma alta estabilidade
guimica, acabam interagindo com poucos atomos e moléculas, resultando na falta
de solubilidade em diversos solventes organicos e em meio aquoso, dificultando sua
utilizacdo. Logo alguns tratamentos quimicos, como a funcionalizagdo através do
uso de diferentes métodos, podem aumentar a solubildade dos NTCs, por meio da
insercao de grupos funcionais em suas paredes, resultando em uma maior interacéo
com compostos organicos, inorganicos e sistemas biologicos.

Logo neste trabalho estudaram-se algumas formas de funcionalizacdo nos
MWCNTs comerciais, pelo uso de métodos, com a utilizacdo de acidos, base e
peréxido. Foram realizados 3 tratamentos quimicos nesses materiais, sendo o
primeiro realizado com uma mistura de solucbes de &cidos (H,SO4/HNO3), o
segundo com base (KOH) em meio ndo-aquoso (etanol) e o terceiro com uma
solucéo de peréxido (H,O,). Assim para avaliar a efetividade da funcionalizacdo dos
MWCNTSs utilizaram-se duas técnicas, FT-IR e MEV.

Inicialmente, verificou a eficiéncia dos tratamentos realizados com os
MWCNTs através da técnica de FT-IR. Os espectros obtidos para os MWCNTS

funcionalizados estéo apresentados na Figura 17.
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Figura 17- Espectros de FTIR para (a) MWCNTs-pristine, (b) MWCNTSs-A, (c) MWCNTs-B e (d)
MWCNTSs-O. (KBr)

A partir da Figura 17 pode-se observar uma banda préxima a 3400 cm™,
essas bandas estdo relacionadas a vibragbes de grupos OH, isolados, em grupos
carboxilicos ou agua adsorvida, essa banda € observada em todas as amostras.

Comparando o espectro da amostra comercial (MWCNTs-pristine, Fig. 17a)
com os MWCNTs funcionalizados é possivel perceber uma diminuicdo na
intensidade da banda proxima da regido em 3400 cm™, em todas as amostras que
receberam tratamento (Fig. 17b, 17c el7d), evidenciando mudancas nas paredes
dos nanotubos apds os tratamentos. Porém esperava-se um aumento dessa banda,
para a amostra tratada com KOH (Fig. 17c), devido a inser¢do de grupos
hidroxilados. Yu e col.>® (2015) em seus estudos relataram um aumento dessa
banda, sugerindo que havia mais grupos OH na superficie dos nanotubos,
evidenciando que os nanotubos foram hidroxilados.

As bandas entre 1750-1550 cm™ podem ser atribuidos as vibracdes de
grupos C=0 de grupos carboxilicos, cetonas e quinonas, e as ligagcbes C=C de anéis

aromaticos. Nos espectros é possivel perceber que a amostra tratada com
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H,SO4/HNO3(Fig. 17d), em relagdo a amostra sem tratamento (Fig. 17a), apresenta
um discreto aumento na banda préximo a regigo de 1600 cm™, j& as amostras que
receberam tratamento com KOH e H,0, (Fig. 17ce 17d), mostraram um decréscimo
nessa banda.

STOBINSKI e col. (2010)** que utilizaram essa técnica para observar a
insercdo de grupos funcionais nas paredes dos nanotubos de carbono obtidos
através de um tratamento oxidativo com &cido nitrico observaram um aumento nas
bandas préximas as regies entre 1700-1450 cm™, sugerindo a funcionalizacdo dos
nanotubos.

Segundo o STOBINSKI e col. (2010) a presenca das bandas entre 1250 e
950 cm™ esté relacionada a um aumento de diferentes grupamentos oxigenados na
superficie do material. Conforme Figura 17, observa-se que essas bandas
aparecem apenas nos espectros das amostras tratadas com H,SO4,/HNO; e
H.O,(Fig. 17a e 17c), mostrando uma efetiva oxidagcdo dos nanotubos. Portanto, a
partir dos resultados observados na Figura 17, as funcionalizagcbes mais efetivas
foram ao utilizar o tratamento com H,SO4/HNO3z e H,0,.

Outra técnica que foi utilizada para avaliar as caracteristicas morfolégicas
antes e apds a funcionalizacdo quimica dos nanotubos de carbono de paredes
multiplas, foi a MEV. Os resultados obtidos estao representados na Figura 18, onde
a Figura 18a tem-se os MWCNTs sem tratamento e Figuras 18b, 18c e 18d os
MWCNTSs funcionalizados.
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Figura 18-Imagem de microscopia eletrénica de varredura dos (a) MWCNTSs-pristine, (b) MWCNTs-O
(c) MWCNTs-B e (d) MWCNTs-A. (15 000 x).

A partir da Figura 18, observa-seque os MWCNTs apresentam-se como
emaranhados, devido as forcas de atracdo entre os mesmos. Os materiais
funcionalizados, Figuras 18b, 18c e 18d apresentam caracteristicas morfolégicas
parecidas com as dos nanotubos comercial, sendo que visualmente as nanotubos
parecem estar mais expostos, com 0s emaranhados mais abertos, no entanto nédo
foi possivel observar mudancgas significativas através dessa técnica, portanto ndo
sendo conclusivo afirmar as alteracdes antes e apos funcionalizagéo.

Portanto, podemos afirmar a partir desses resultados que com a utilizacdo
da microscopia eletrdnica de varredura ndo foi possivel comprovar mudancas
significativas na morfologia dos materiais tratados, porém esses materiais sofreram
modificacdes nas suas paredes ou extremidades como se pode observar através
dos espectros FT-IR. Para a confirmagcédo dessas hipoteses deveriam ser utilizadas
técnicas complementares, como por exemplo, a espectroscopia ressonante RAMAN

e microscopia eletronica de transmisséao (MET).
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6.4 PREPARACAO DOS NANOCOMPOSITOS E IMOBILIZACAO DA LIPASE
NATIVA DE A. NIGER

6.4.1 Preparacdo dos nanocompaésitos (MWCNTs/PVA)

Os nanotubos de carbono interagem entre si por meio de interacfes
eletrostaticas, de maneira geral, o grau de dispersdo desses materiais em uma
matriz polimérica esta associado em romper estas forcas.

Com o intuito de obter um suporte homogéneo, utilizando PVA e nanotubos
de carbono, para posterior imobilizagédo da lipase de A.niger neste suporte, foram
preparados uma sequéncia de nanocompositos combinando diferentes rotas, tais
como a rota 1, 2 e 3, descrita no item 5.4, p4g. 43, e utilizando os nanotubos de
carbono funcionalizados e sem tratamento.

A combinacdo das diferentes rotas de preparacao dos nanocompdésitos, bem
como, a utilizagdo dos nanotubos de carbono funcionalizados ou sem tratamento
(MWCNTs-pristine, MWCNTs-A, MWCNTs-B e MWCNTs-O) originou 16 filmes

(nanocompdsitos). Os nanocompdsitos obtidos estdo apresentados na Figura 19.
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(a) IMWCNTs-pristine/P  (b) IMWCNTs-A/P (c) IMWCNTs-O/P (d) IMWCNTs-B/P

(i) 2’"MWCNTs-pristine/P (i) 2'MWCNTs-A/P (k) 2'MWCNTs-O/P (1) 2’MWCNTs-B/P

o9

(m) 3MWCNTs-pristine/P (n) BMWCNTs-A/P (0) BSMWCNTs-O/P (p) BMWCNTs-B/P

Figura 19 —Fotografias mostrando a aparéncia dos nanocompésitos. (a)LMWCNTSs-pristine/P, (b)
1MWCNTs-A/P, (c) IMWCNTs-O/P, (d) IMWCNTs-B/P, (e) 2MWCNTs-pristine/P, (f) 2MWCNTs-A/P,
(q) 2MWCNTs-O/P, (h) 2MWCNTs-B/P, (i) 2'MWCNTSs-pristine/P, () 2'MWCNTs-A/P, (k)
2'"MWCNTs-O/P, (I) 2'MWCNTs-B/P, (m) 3MWCNTs-pristine/P, (n) 3MWCNTs-A/P, (0) 3MWCNTs-
O/P e (p) BMWCNTs-B/P.

Ao observar as Figuras 19d, 19h e 19l, em que os nanocompdsitos foram
preparados utilizando os MWCNTSs-B, através das rotas 1, 2 e 2", respectivamente, é
possivel notar que estes filmes possuem um aspecto homogéneo, onde observa-se
gue os nanotubos se encontram dispersos na matriz polimérica, porém o filme obtido
pela rota 3, resultou em pouca dispersao e formagéao de grandes aglomerados (Fig.
19p).
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Os filmes mostrados nas Figuras 19g e 19k, preparados pelas rotas 2 e 2,
utilizando os MWCNTs-O, indicam que os nanotubos estdo parcialmente dispersos
no PVA, formando pequenos aglomerados, ja o filme obtido pela rota 3 (Fig.190)
mostra-se mais homogéneo em relacéo aos obtidos pelas rotas 2 e 2", porém ainda
sdo observados alguns pontos de agregados proximos as extremidades do filme.
Apenas 0 nanocompg@sito obtido pela rota 1 (Fig. 19c) apresenta-se de forma
totalmente homogénea, ndo sendo observado visualmente agregados de nanotubos.

A andlise visual indica uma semelhanca entre filmes (Fig. 17b, 17f, 17] e
17n) obtidos pelo uso dos MWCNTSs-A, independente da rota utilizada, em todos os
casos é possivel observar regides de uniformidade e locais onde os nanotubos
formam pequenos agregados.

Nas Figuras 19a e 19e, onde foram obtidos os nanocompasitos utilizando os
MWCNTs-pristine, através das rotas 1 e 2, observa-se a formacdo de varios
agregados de nanotubos, j& os filmes obtidos através da rota 2" e 3 (Fig. 19j e 19m)
encontraram-se mais dispersos na matriz polimeérica.

Através da analise visual observou que os filmes preparados a partir dos
nanotubos funcionalizados apresentaram uma melhor dispersédo quando comparado
aos nado funcionalizados, isso pode ser explicado pelo fato da funcionalizagao
guimica nos nanotubos induzir uma maior interacdo nanotubos- PVA, pois 0S grupos
polares (COOH e OH) presentes na superficie dos nanotubos funcionalizados séo
capazes de formar ligacdes hidrogénio com as moléculas do PVA, reduzindo a
formacao de agregados de nanotubos.

Em relacéo as rotas de preparacao, a rota 1 (item 5.4, pag. 43) se mostrou
mais eficiente, nela foram observadas que os nanotubos apresentaram-se de forma
mais dispersa, resultando em filmes com maior uniformidade, independente da
funcionalizacdo do nanotubo. Nesta rota de preparacao foi utilizado o surfactante
(Tween 80). Estudos indicam que um agente tensoativo € capaz de se adsorver na
superficie dos nanotubos de carbono, produzindo um recobrimento nas suas
paredes, induzindo repulsfes eletrostaticas entre 0s mesmos, consequentemente
impedindo a formacéo de agregados. % °°

Portanto, a partir da andlise visual dos nanocompositos formados e
apresentados na Figura 19, seis filmes foram selecionados para serem utilizados
como suporte na imobilizacdo da lipase de A. niger, sendo estes, 0 IMWCNTs-
pristine/P, 1MWCNTs-O/P,1MWCNTs-B/P,2MWCNTs-pristine/P,2MWCNTs-O/P e
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2MWCNTs-B/P. Estes filmes foram escolhidos de acordo com o grau de disperséo
dos MWCNTs e a metodologia de preparacdo.O meio reacional utilizado nestas
rotas (1 e 2) de preparacado, na qual os filmes foram selecionados, utilizou apenas
agua, para dispersar os nanotubos e também solubilizar o PVA, sendo o0 meio mais
apropriado para a insercédo da lipase, como os filmes obtidos pelas rotas 2" e 3

utilizaram solventes orgéanicos, poderiam levar a inativacéo da lipase.

6.4.2 Imobilizacédo da lipase de A. niger em nanocompésitos (MWCNTs/PVA)

Portanto conforme descrito no item 6.4.1, os hanocompasitos utilizados para
imobilizar a lipase de A. niger foram 1MWCNTs-pristine/P, 1MWCNTs-O/P,
1IMWCNTSs-B/P, 2MWCNTs-pristine/P, 2MWCNTs-O/P e 2MWCNTs-B/P, 0 aspecto
dos filmes com a lipase imobilizada estdo apresentados na Figura 20. Sugere-se
para este trabalho que o método utilizado para imobilizara lipase nos suportes

(MWNTCs/PVA) tenha sido a adsorcéo da lipase ao suporte.
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(d) 2MWCNTs-pristine/P-E (e) 2MWCNTs-O/P-E (f) 2MWCNTs-B/P-E

Figura 20 -Fotografias mostrando a aparéncia da lipase imobilizada nos nanocompdsitos.
(@Q)AMWCNTs-pristine/P-E, (b)IMWCNTs-O/P-E, (c) 1IMWCNTs-B/P-E, (d) 2MWCNTs-pristine/P-E,
(e) 2MWCNTs-O/P-E e (f) 2MWCNTs-B/P-E.

A partir da analise visual dos nanocompdsitos/lipase, observou que a lipase
de A. niger imobilizada nos filmes 1MWCNTs-O/P-E e 2MWCNTSs-pristine/P-E,
encontra-se distribuida em todo o filme, evidenciando uma boa adsorcéo da lipase
nos nanocompositos, das Figuras 20b e 20d, respectivamente.

As Figuras 20a, 20c e 20f, mostram a lipase imobilizada nos
filmes,1MWCNTs-pristine/P-E, 1MWCNTs-B/P-E e 2MWCNTs-B/P-E,
respectivamente, observa-se nestes suportes, circulado em vermelho, que a lipase
de A. niger esta pouco dispersa no filme, bem como, encontram-se mais proximas
dos nanotubos de carbono que estdo pouco dispersos.Devido as interacoes
hidrofobicas enzima-NTCs serem suficientemente fortes, tem-se o indicio de que a
adsorcao ocorre preferencialmente nesses materiais. Esse fato ja era esperado, pois
no caso das lipases as interagbes hidrofébicas sdo mais favorecidas para a

adsorcao da lipase/suporte.’
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A Figura 20e mostra a lipase imobilizada no suporte 2MWCNTs-O/P-E,
observa-se nessa imagem que as enzimas permaneceram muito proximas, conforme
esta circundado em azul na figura, mostrando que nesse caso as interacfes enzima-
enzima superam as interacdes enzima-NTCs.

Como a enzima foi adicionada ao final de cada método de preparacédo do
nanocompoésito em um sistema aquoso, esperava-se que a lipase solubilizasse no
meio, poréem em todos os filmes € possivel observar que ela permaneceu na sua

forma original (liofilizada), formada por pequenos gréos.

6.4.3 Imobilizacédo da lipase em MWCNTs

Outro estudo realizado foi avaliar a eficiéncia da imobilizacédo da lipase de A.
niger diretamente nos MWCNTs-pristine, MWCNTs-O e MWCNTs-B, sem a
presenca do polimero PVA. Para tal estudo utilizou a dispersdo dos nanotubos em
solugdo tampéao fosfato (pH 7,0). A morfologiado material obtido com a lipase
imobilizada apenas nos nanotubos de carbono € demonstrada na Figura 21.

20 pm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :31 Aug 2015 l "I_r
WD =105 mm Mag= 500X rPR

recen s maneh

Figura 21 — Imagem de microscopia eletrénica de varredura do MWCNTs-O-E. (500 x).
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Apés a imobilizacdo da lipase nos nanotubos observou-se que esta néo
solubilizou na solucdo, os materiais obtidos ap6s a evaporacdo da agua foram
MWCNTs-pristine-E, MWCNTs-O-E e MWCNTs-B-E, sendo que este sistema
suporte/lipase apresentou-se na forma de uma massa compacta, onde foi possivel
observar que os nanotubos formaram uma cobertura sobre a lipase de A. niger,
porém era possivel observar a presenca dos MWCNTs e lipase nos materiais
obtidos. Na Figura 21, onde é mostrado a morfologia do MWCNTs-O-E, € possivel
sugerir que os nanotubos estdo recobrindo a lipase, como observado visualmente,
entretanto como ndo foi possivel obter maiores conclusbes através da técnica
empregada, ndo sendo possivel afirmar se ocorreu adsorcdo da lipase nos
nanotubos, as demais amostras apresentaram as mesmas caracteristicas.

Ap6s a imobilizagdo da lipase de A. niger em nanocompositos ou
diretamente em MWCNTSs, avaliou-se a eficiéncia catalitica destes sistemas na
sintese do oleato de etila a partir do acido oleico e etanol.

6.5 SINTESE DO OLEATO DE ETILA UTILIZANDO A LIPASE DE A.NIGER
IMOBILIZADA

Para avaliar a eficiéncia do suporte/lipase utilizou a lipase de A. niger
imobilizada nos nanocompositos 1MWCNTs-pristine/P-E,1MWCNTs-O/P-
E,IMWCNTs-B/P-E,2MWCNTs-pristine/P-E,2MWCNTs-O/P-Ee 2MWCNTs-B/P-E
como catalisador na sintese do oleato de etila a partir do acido oleico e etanol.

Os suportes que foram utilizados para imobilizar a lipase, também foram
empregados nas reacdes de esterificacdo sem a presenca da lipase, a fim de avaliar
se a catalise estaria sendo realizada pela enzima ou pelo suporte, uma vez que o
suporte (nanotubos de carbono e PVA) pode agir como catalisador. Os resultados

obtidos estao apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Converséo do acido oleico em oleato de etila utilizando a lipase de A. niger imobilizada
em nanocompositos (MWCNTSs/PVA).

Conversédo em Conversdo em
Suporte/lipase Oleato de etila (%) Suporte Oleato de etila (%)
GC-FID  LowryTinsley GC-FID LowryTinsley

IMWCNTs-pristine/P-E 3,16 o 1IMWCNTs-pristine/P 2,49 *x
1IMWCNTs-O/P-E 3,67 i 1IMWCNTs-O/P 2,20 b
1MWCNTSs-B/P-E 3,82 i 1IMWCNTs-B/P 2,17 *
2MWCNTs-pristine/P-E 7,80 * 2MWCNTs-pristine/P 2,42 *x
2MWCNTs-O/P-E 1,72 i 2MWCNTs-O/P 1,27 *
2MWCNTs-B/P-E 0,92 i 2MWCNTs-B/P 1,24 b

A partir dos resultados apresentados na Tabela 9, observa-se que a
conversdo do &cido oleico em oleato de etila utilizando a lipase imobilizada nos
filmes apresentou baixo rendimento, sendo que a maior conversao obtida foi de
7,80%, utilizando a amostra 2MWCNTs-pristine/P-E, quantificada por GC. Entretanto
€ possivel observar que as amostras sem a enzima também resultaram em baixas
conversdes (1,24-2,49%, GC-FID), evidenciando que a lipase foi inativada neste
suporte e que o suporte também nao apresentou eficiéncia catalitica. Em todas as
amostras quantificadas pelo método Lowry-Tinsley n&o foi observado a formacéao do
produto. Logo ao avaliar a eficiéncia da lipase imobilizada nos nanocompadsitos em
comparacao a sua forma livre, que apresentou conversées em oleato de etila de
91,33 (GC-FID) e 66,23 (Lowry-Tinsley) é possivel afirmar que em sua forma
imobilizada, a lipase foi inativada.

Em muitos casos pode ocorrer a inativacao da enzima, por mais brando que
seja o método de imobilizacdo, devido a diversos fatores, dentre eles: efeitos
estéricos e conformacionais, que podem resultar na perda dos sitios cataliticos
ativos, efeitos difusionais, ocorrendo dificuldade do substrato chegar ao sitio ativo da
enzima.® °°
Como a imobilizacdo da lipase de A.niger em nanocompositos foi ineficaz,
outro estudo foi realizado utilizando a lipase imobilizada apenas nos nanotubos de
carbono. A eficiéncia desse sistema MWCNTSs/lipase foi estudada na sintese do
oleato de etila a partir do acido oleico e etanol.

Para este estudo avaliou a eficiéncia dos sistemas, MWCNTs-pristine-E,
MWCNTs-O-E, MWCNTs-B-E, que continham a enzima imobilizada, e MWCNTs-
pristine, MWCNTs-O, MWCNTs-B, na auséncia de enzima, para igualmente verificar
se a catalise estaria sendo realizada pela enzima ou pelos nanotubos de carbono.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10— Converséo do acido oleico em oleato de etila utilizando a lipase de A. Niger imobilizada
em MWCNTSs.

Conversdo em Conversédo em
Suporte/lipase Oleato de etila (%) Suporte Oleato de etila (%)
GC-FID LowryTinsley GC-FID  LowryTinsley
MWCNTs-pristine-E 66,83 ** MWCNTSs-pristine 2,95 **
MWCNTs-O-E 53,48 *x MWCNTs-O 1,42 *
MWCNTs-B-E 28,01 15,65 MWCNTs-B 3,56 *

Como pode ser observado na Tabela 10, a lipase imobilizada sem a
presenca do PVA resultou em conversdes maiores em oleato de etila quando
comparada ao uso dos nanocompositos , sendo de 28,01-66,83% quantificados por
GC-FID, e ao quantificar as amostras pelo método Lowry-Tinsley somente com a
amostra MWCNTs-B-E apresentou resultados, sendo de 15,65%. Com as amostras
na auséncia da lipase, as conversdes foram baixas e variaram entre 1,42-3,56%
(GC-FID) e através do método Lowry-Tinsley ndo foi observado a formacédo do
produto.

Ao comparar os resultados obtidos em relacdo a enzima imobilizada nos
nanocompositos (Tabela 9) e apenas nos MWCNTs (Tabela 10), nota-se que a
lipase apresentou maior atividade catalitica quando imobilizada sem a presenca do
PVA, porém em comparacao a sua forma livre a atividade catalitica foi reduzida.

Em geral, as lipases apresentam melhores conversfées quando imobilizadas
comparada a sua forma livre, pois ficam menos suscetiveis a variacdes bruscas de
pH, temperatura, e mudancas de solventes.Como observado no trabalho
desenvolvido por Kharrat e col. (2011)°" o qual estuda a reacdo de esterificacdo
entre o acido oleico e butanol, utilizando a lipase de Rhizopus oryzae na sua forma
livre e imobilizada, por adsor¢cdo em aerogéis de silica, onde foi obtido 80% de
conversdo para a lipase imobilizada, enquanto que na sua forma livre apenas 35%
de converséo foi observado, mostrando dessa forma que a lipase imobilizada foi
mais ativa, ocorrendo um aumento do desempenho desta enzima na sua forma
imobilizada.

Entretanto com a lipase nativa de A. niger utilizada neste estudo, nas
condi¢des propostas no trabalho, na sua forma imobilizada, em nanocompdsitos ou
diretamente em nanotubos de carbono apresentou-se inativa ou pouco ativada, nédo

sendo observados os resultados esperados, porém tais respostas demonstram que
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as interacdes lipase-suporte sdo de extrema importancia para que o sistema seja
promissor, logo o suporte, bem como a metodologia de imobilizagdo e condigbes
reacionais, devem ser realizados de tal maneira, que o sistema contribua para o
aumento da atividade catalitica da lipase.

No entanto a lipase nativa de A. niger quando utilizada na sua forma livre
proporcionou excelentes taxas de conversdo em oleato de etila, 91,33 (GC-FID) e
66,23 (Lowry-Tinsley), sendo estes resultados muito promissores, mostrando que
esta lipase nativa tem potencial para ser utilizada como catalisador na sintese de
ésteres graxos, e tais resultados podem ser comparados com dados da literatura,
como em um estudo realizado por Mulalee e col. (2013)*®°onde realizaram a
esterificacdo do acido oleico e etanol, utilizando a lipase comercial Novozym 435
(lipase imobilizada em resina acrilica macroporosa),e obtiveram uma conversao em
oleato de etila de 91,0% apoOs 8 horas de reacdo. Logo a lipase nativa de A. niger
mostrou eficiéncia similar ou superior em relacdo a conversao em oleato de etila
guando comparada ao uso de lipases comerciais, sendo estd uma lipase nativa,
extraida no Brasil.*

Com o intuito de verificar a reutilizacdo da lipase de A. nigerna sua forma
livre, ja que esté lipase estd em sua forma liofilizada e nédo foi solivel em solugéo,
realizou a esterificacdo do &cido oleico e etanol, reutilizando esta lipase, sendo que
as conversfes obtidas em oleato de etila foram de 90,85% (GC-FID) e 48,24%
(Lowry-Tinsley), mostrando que esta enzima mesmo apds reuso ndo perdeu sua
atividade catalitica.

A partir dos resultados apresentados até o presente momento pode se dizer
gue novas condicBes experimentais devem ser testadas, a fim de avaliar a eficiéncia
catalitica da lipase em novas condi¢cdes de imobilizacdo e assim validar o processo
biocatalico, em relacéo a enzima livre e imobilizada.

Conforme foi relatado a quantificacéo da reacéo de esterificacdo entre o acido
oleico e etanol foi realizada através de duas técnicas, CG-FID e método
colorimétrico Lowry-Tinsley, entretanto comparando os resultados dessas duas
metodologias,pode observar que os resultados foram divergentes, sendo assim, viu-
se a necessidade de validar o método, logo para fazer esta validacdo buscou-se

utilizar a técnica de RMN de H.
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6.6 VALIDACAO DO METODO DE QUANTIFICACAO NA SINTESE DO OLEATO
DE ETILA

Conforme discutido no decorrer do trabalho utilizou duas metodologias para
quantificar a reacdo entre o acido oleico e etanol, sendo o GC-FID e o método
colorimétrico de Lowry-Tinsley, no entanto os resultados foram divergentes
comparando os dois métodos, conforme demonstrado ao longo do texto resultados e
discusséo.

Com o intuito de avaliar a precisdo dos métodos empregados, as amostras
do experimento 1 (A.niger livre, 25 mg), experimento 21 (A. niger livre, 15 mg),
2MWCNTs-B/P-E e MWCNTs-B-E, foram quantificas através do método de RMN de
'H. Os espectros obtidos para as amostras selecionadas estdo apresentados na

Figura 22.
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Figura 22 - Espectros de RMN de 'H para a amostra (a) experimento 1, (b) experimento 21, (c)
2MWCNTs-B/P-E e (d) MWCNTs-B-E. (200 MHz, CDCl3)
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A quantificacdo por RMN de *H foi realizada integrando as areas dos picos,
como demonstrado na Figura 22. Os sinais utilizados foram o quarteto (4,12 ppm),
referente aos protons (2H) do CH.da etila ligado ao oxigénio da funcado éster, e os
tripletos relativos aos protons (2H) do CH, do acido oleico (2,34 ppm) edo CH.do
oleato de etila (2,28 ppm), ligados diretamente a carbonila. O sinal do CH, do éster
aparece mais blindado em relacdo ao &cido oleico, no entanto essa diferenca é
pequena e ocorre a sobreposicdo parcial desses sinais quando existe uma mistura
desses compostos (Fig. 22b e 22d), logo foi integrado a area com os dois tripletos,
sendo que o resultado da integral obtida é a soma de &cido oleico e do oleato de
etila e relacionou esta integral com a integracdo do CH; ligado ao oxigénio do ester.

Na Figura 22a nao é possivel observar o sinal do tripleto referente ao acido
oleico, evidenciando que na amostra estaria presente apenas o oleato de etila, por
outro lado na Figura 22c o sinal do quarteto referente ao oleato de etila aparece
proximo ao ruido do equipamento, neste caso nado foi verificada uma converséo
significativa em oleato de etila. Portanto, como essas amostras apresentaram
valores proximos aos limites, nao foi realizado a integracéo das areas dos picos

Os resultados obtidos com a quantificacdo das amostras através do RMN de
'H sdo0 apresentados na Tabela 11, juntamente com os resultados obtidos através

da quantificacdo pelos métodos GC-FID e Lowry-Tinsley.

Tabela 11- Comparagéo entre 0s métodos de quantificagdo GC-FID, Lowry-Tinsley e RMN 'H para
conversédo do 4cido oleico em oleato de etila.

Resultado experimental - Oleato de etila (%)
Amostra

CG-FID Lowry-Tinsley RMN 'H

Experimento 1 96,01 90,12 ~100,00
Experimento 21 91,33 66,23 42,17
2MWCNTs-B/P-E 0,92 *x ~ 0,00
MWCNTSs-B-E 28,01 15,65 16,45

** ndo observou a formacao do produto (éster).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 11 é possivel observar que
ao quantificar as amostras do experimento 1 e 2MWCNTs-B/P-E, os resultados
obtidos foram similares nos trés metodos de quantificacdo (CG-FID, Lowry-Tinsley e
RMN *H), sendo que para o experimento 1 as conversdes foram de 90-100%, e com
a amostra 2MWCNTSs foi de aproximadamente 0%.

Por outro lado, ao realizar a quantificacdo das amostras do experimento 21 e
MWCNTs-B-E através da técnica RMN de 'H, as conversdes foram de 42,17% e

16,45%, respectivamente. Esses resultados mostraram uma maior aproximagao com
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os resultados obtidos pelo método de Lowry-Tinsley (66,23% e 15,65%) do que
comparado a quantificacao pelo GC-FID (91,33% e 28,01%).

Portanto a partir desses resultados, obtidos por RMN de *H, pode se dizer
gue as porcentagem de conversdo em oleato de etila foram similares as obtidas pelo
método de Lowry-Tinsley, sendo assim este método foi mais preciso quando
comparado a CG-FID.

Em todas as analises realizadas por GC-FID a conversdo foi maior em
comparacao ao método de Lowry, isso pode ser explicado com relacdo a compostos
que poderiam estar co-eluindo, devido aos reagentes de partida apresentarem
algum grau de impureza, bem como, a coluna utilizada n&o ser a mais adequada
para separacdo desses compostos, porém ndo € possivel mensurar quais erros
estariam associados sem a utilizacdo de técnicas complementares.

Portanto a partir desses resultados, para este trabalho, validou-se o método
colorimétrico para a quantificacdo da reacdo de esterificacdo entre o acido oleico e
etanol, onde observou que este método foi mais adequado ao comparar com 0S
resultados obtidos por RMN de *H.

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que a sintese do oleato de etila
pode ser realizada utilizando uma lipase nativa de A. niger extraida de solos
brasileiros na sua forma livre, com rendimentos elevados. No entanto ao utilizar esta
lipase em sua forma imobilizada, as conversdes foram baixas. Logo a escolha do
suporte, método de imobilizacdo e relacdo substrato-enzima-suporte sdo fatores
primordiais para o processo biocatdlitico e determinantes para obtencao do produto.
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7 CONCLUSOES

Este trabalho reporta a capacidade catalitica da lipase nativa de A. niger,
extraida de solo brasileiro na obtencédo do oleato de etila, na sua forma livre e/ou
imobilizada em nanotubos de carbono de paredes multiplas.

As condi¢cdes reacionais otimizadas para o estudo foram a quantidade de
15 mg de lipase de A. niger, razdo molar 4cido oleico:etanol 1:1 e temperatura 30°C
em 6 horas de reacdo, nestas condicdes obteve-se 66,23% de conversdo em oleato
de etila quantificado pelo método de Lowry-Tinsley e 91,33% de conversdo ao
quantificar pelo método CG-FiD.

Os resultados obtidos para sintese do oleato de etila utilizando a lipase de A.
niger imobilizada nos nanocompdsitos (IMWCNTs-pristine/P , 1IMWCNTs-O/P,
1MWCNTs-B/P, 2MWCNTs-pristine/P, 2MWCNTs-O/P e 2MWCNTs-B/P)
apresentou baixas porcentagens de conversdo em éster, que variaram entre 0,92-
7,80% pelo método GC-FID e ndo sendo observada a formacdo do produto pelo
método Lowry-Tinsley. Ao utilizar a lipase imobilizada apenas nos MWCNTs
(MWCNTs-pristine, MWCNTs-O e MWCNTSs-B), melhores resultados foram obtidos,
sendo que as taxas de conversdo foram de 28,01-66,83% pelo método GC-FID e de
0-15,85% pelo método Lowry-Tinsley. Contudo quando comparou a lipase em sua
forma imobilizada com a sua forma livre nas mesmas condi¢cdes reacionais,
observou maiores conversdes quando a lipase foi utilizada em sua forma livre, sendo
que nessas condi¢cdes o oleato de etila foi obtido com 91,33% de conversdo através
do método CG-FID e 66,23%, através do método Lowry-Tinsley, mostrando que a
relacdo substrato-enzima-suporte sdo fundamentais para o éxito do processo
catalitico.

Devido a divergéncia nos resultados das metodologias utilizadas para
quantificacdo do oleato de etila, utilizando a técnica de RMN 'H, o método
colorimétrico Lowry-Tinsley foi validada, pois apresentou maior precisdo quando
comparada ao método GC-FID.

De modo geral os resultados foram satisfatérios, pois a lipase de A. niger é
uma lipase nativa extraida de solo brasileiro e em sua forma livre apresentou
excelentes conversdes a oleato de etila, mostrando ser um 6timo catalisador para a

sintese do oleato de etila, que ainda apo0s sua reutilizacdo apresentou resultados
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excelentes, onde foi obtido 48,24% de conversdao pelo método colorimétrico,
mantendo sua atividade catalitica.

Ao utilizar esta lipase imobilizada nos MWNTCs na auséncia do PVA, os
resultados foram promissores, sendo que acredita-se que com algumas alteracfes
das condicdes experimentais, pode-se ter um sistema eficiente para a sintese do
oleato de etila com boas conversoes.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a imobilizacédo da lipase no suporte MWNTCs-A.

Utilizar a lipase imobilizada nos nanotubos funcionalizados na auséncia do
PVA nas condi¢cdes de reacdo de 25 mg de lipase, 30°C, razdo molar 1:1 (&cido
oleico:etanol), bem como, 50 mg da lipase, 45°C e razdo 1:2 (acido:etanol) em
tempos de reacdo maiores.

Utilizar novas metodologias de imobilizacéo da lipase nativa de A. niger, com
a finalidade de aumentar sua atividade catalitica na esterificacdo do acido oleico e
etanol.

Utilizar técnicas complementares para avaliar a eficiéncia da

funcionalizacé&o, bem como, a da imobilizac&o da lipase no suporte.
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