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RESUMO

Perez, V. H. ESTUDO DA SINTESE E HIDROLISE DE ACETATO DE ETILA EM FASE
GASOSA CATALISADA POR ENZIMAS SUPORTADAS. Tese (Doutorado). Faculdade
de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 2002.

A conversdo enzimatica de substratos gasosos constitui um avango recente na engenharia
de bioprocessos. Estes sistemas apresentam importantes vantagens quando comparados com 08
sistemas liquidos (aquosos ou em fase orgénica), as quais incluem condigdes de transferéncia de
massa mais favoraveis, possibilidade de reciclo do biocatalisador e uma recuperacic mas
simples dos produtos, entre outras. Algumas das aplicacles potencias da biocatalise em fase
gasosa incluem a destoxificacdo de correntes gasosas, o desenvolvimento de biossensores e a
sintese de diversos produtos orginicos incluindo farmacos, fragrincias e aromas para a ind{stria
de cosméticos ¢ de alimentos.

Este trabalho apresenta, os resultados experimentais do estudo cinético da reagdo de
esterificacdo e hidrolise de acetato de etila em fase gasosa catalisada por dois biocatalisadores: a)
Lipase PS (Amano, Japdo) imobilizada em suportes de oxidos puros e mistos de StMg com
tamanhos de poros controlados e b) Lipozyme IM (Novo Nordisk, Dinamarca). O sistema
experimental, operando continuamente em regime diferencial, ¢ constituido por trés blocos: 1)
bloco de preparacdo dos substratos, onde € usado He como gds de arraste que gera correntes
gasosas em equilibrio com as fases liquidas; 2) bloco de reago, formado por um reator tubular de
vidro; e 3) bloco de aquisicio de dados, constituido por um cromatografo a gas e um computador,
conectados em linha.

Vanagdes na quantidade de biocatalisador nfo mostraram a existéncia de limitagBes por
transferéncia de massa para as mesmas condicdes de reacdo. Desta forma, a cinética da reagfo foi
estudada em funcdo da concentragio de acetato de etila e do teor de dgua no sistema, mantendo-
se constante a temperatura de reagdo a 45°C, sendo que o teor de dgua no sistema mostrou ser um
pardmetro importante no processo, conforme relatado na literatura. Foi proposto um mecanismo
de reacfio, cuja equacio da taxa avaliada em funcdo da temperatura, para este sistema Bi-Bi,
permitiu estimar a energia de ativago como sendo 24,8 kl/kmol. A ordem de reagdo global
caracterizada como de primeira ordem mostrou uma dependéncia de primeira ordem em relacio
as concentragdes dos substratos. Finalmente, sdo discutidos os resultados do efeito do
comprimento das cadeias do substrato sobre o desempenho da reacdio a partir da hidrolise do
acetato de etila e butila.

Palavras-chave: biocatilise, hidrolise enzimitica, enzimas suportadas, lipases, biorreator
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ABSTRACT

Perez, V. H. ESTUDO DA SINTESE E HIDROLISE DE ACETATO DE ETILA EM FASE
GASOSA CATALISADA POR ENZIMAS SUPORTADAS. Tese (Doutorade). Faculdade
de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 2002.

Enzymes supported in a solid phase catalyzing reactions with substrates and products in
gaseous phase constitute a recent progress in the biotechnology. It has technological applications
that include: toxic gas remediation, biosensors and synthesis of pharmaceutical, fragrances and
aromas for the food industry and cosmetics.

This work presents, the experimental results of the kinetic study of the esterification and
hydrolysis reactions of ethyl acetate in gaseous phase catalyzed by two biocatalysts: the) Lipase
PS {Amano, Japan} immobilized in supports of pure and mixed oxides of Sy/Mg with controlled
pore and b) Lipozyme IM (Novo Nordisk, Denmark). The experimental system is formed by
three blocks: the first is responsible for the preparation of the substrates in gaseous phase,
considening that a carrier gas, after bubbling in a substrate, is in equilibrium with the hquid phase,
and so the partial pressure of the substrate in the gas leaving the saturation flask is equal to the
vapor pressure corresponding to the bubble point pressure above the pure compound. The second
is the reaction block and the last block is formed by the gas chromatography and acquisition of
data systems on-line connected.

Variations in the amount of biocatalyst did not show the existence of limitations for mass
transfer for the same reaction conditions. This way, the reaction kinetics was studied as a function
of the ethyl acetate and water concentration with a constant reaction temperature of the 45°C. The
water showed to be an important parameter in the process, as reported in the literature. A reaction
mechanism Bi-Bi was proposed. The activation energy as being 24,8 kJ/kmol was calculated. The
order of global reaction (determined as 1) showed a dependence of first order in relation to the
substrate concentrations. Finally, the results of the effect of the length of the chains of the
substrate in the hydrolysis reactions of the ethyl and butyl acetate are discussed.

Key-words: biocatalysis, enzymatic hydrelysis, supported enzymes, lipases, bioreactor
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Capitulo I — Introducio

CAPITULO I

INTRODUCAQ

Enzimas t€m sido utilizadas como catalisadores, tradicionalmente, em fase aquosa.
Contudo, estes sistémas apresentam serias limitaces tals como caréncia de estabilidade e
insolubilidade de alguns substratos e produtos, imbi¢io pelo produto e, is vezes, problemas de
estabilidade operacional (YANG e RUSELL, 1996b). O uso de enzimas em solventes orgénicos
pode resolver alguns destes problemas, pois este sistema catalitico apresenta, dentre outras, as
seguintes vantagens quando comparado com o sistema aquoso: alta solubilidade de muitos
compostos em solventes orgldnicos, maior termoestabilidade da enzima e a eliminagio da
possibilidade de contamina¢do microbiana no sistema (DORDICK, 1989 e LAANE er a/., 1987).
Apesar destas vantagens, no inicio ¢ uso desta tecnologia ndo atraiu a devida atengdo devido a
possivel perda de atividade dos biocatalisadores quando expostos a ambientes hidrofdbicos
organicos. Na década de 80, estudos sobre enzimas em solventes orginicos mostraram que a
-presenga de uma pequena quantidade de agua no sistema reacional possibilitava, e em muitos
casos era suficiente para garantir a manutencdo da atividade enzimatica em niveis comparaveis
aqueles de enzimas em sistemas aquosos. Além disso, mostrou-se que enzimas em solventes
orgénicos tém atividade catalitica diferente daquelas obtidas em sistemas aquosos {ZAKS e

KLIBANQV, 1985).
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Diversas aplicagBes utilizam sistemas cataliticos em solventes orginicos, sendo esta
tecnologia considerada como j& estabelecida (KAZANDIIAN ef of, 1986, NAGAMOTO ef o/,
1986). No entanto, sistemas enzimaticos em solventes orgénicos também apresentam limitagdes
devido a despaturagdo da enzima, formacio de subprodutos a partir do solvente, necessidade de
recuperagdo e descarte de solventes, dificuldade de separagio e recuperagio dos produtos finais e
a necessidade de altas concentragdes de enzimas nos sistemas reacionais {YANG ¢ RUSELL,
1996b e CLAON e AKCH, 1994). Estas desvantagens limitam uma maior expansdo do uso desta
tecnologia.

A fines da decada de 70 observou-se um avanco na catalise enzimatica referente ao uso de
sistemas so6lido-gas, no qual os substratos gasosos eram transformados por um biocatalisador, em
fase solida, em produtos também gasosos. Este biocatalisador pode ser uma célula microbiana
nio viavel ou uma enzimas, ou ambas na forma livre ou imobilizada. Segundo BARZANA
(1996), os estudos pioneiros neste campo foram os de YAGI e7 af. (1969) os quais mostraram que
enzimas secas possuiam atividade catalitica para substratos em fase gasosa. No entanto, apenas
recentemente € que Se tem revisitado este tema vislumbrando uma gama de aplicagGes baseadas

nas seguintes vantagens (LAMARE ¢ LEGOY, 1995):

1. Imobilizagio covalente da enzima pode ser evitada uma vez que a enzima nio tem
condigdes de abandonar o suporte dissolvendo-se na fase que o envolve.

2. A presenga do biocatalisador em uma fase solida permite o seu reciclo. Assim, o reator
contendo estes catalisadores pode ser operado em batelada ou continuamente.

3. Sendo os substratos volateis, a presenca de solventes ¢ evitada. Desta forma, a geragio de

subprodutos por eventuais reagdes envolvendo solventes € limitada.
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4. Baixas viscosidades e altos valores de coeficientes de difusfio fazem com que as reagdes
sgjam menos susceptivels a limitagdes por transferéncia de massa.

5. A uniformidade do sistema € uma vantagem no entendimento e operagfo destes sistemas
quando comparados 20s sistemas liquidos multifasicos convencionais.

6. A volatilidade dos produtos simplifica uma das etapas mais caras nos processos
biotecnoldgicos: a recuperacgio, separagio e purificagdo de produtos. Os produtos podem
ser fracionados por simples condensacdo através de ajuste de temperatura.

7. Enzimas desidratadas ¢ em forma solida t8m maior estabilidade do gue quando em
solug3o (aquosa ou ndo} ou quando imobilizada em contato com fase liquida.

8. O controle da atividade de agua possibilita obter reacdes nao convencionals em sistemas

gasosos (como por exemplo, reagdes de sintese ou transferéncia usando hidrolases).

Contudo, a grande desvantagem da biocatalise em fase gasosa € que a maioria dos
substratos requeridos para este sistema reacional apresentam pontos de ebuligdo mais elevados
que 523-373 K a pressdo normal (PAIVA e MALCATA, 1997), o que dificulta a obtencio de
substratos adequados para diversificar as aplicagdes desta tecnologia.

A maioria dos trabalhos de biocatdlise desenvolvidos em fase gasosa tem utilizado
enzimas isoladas, ou seja, sistemas um-enzimaticos (BARZANA et al, 1987, 1989; HWANG et
al., 1994; HWANG e PARK, 1994; PARVARESH er al., 1992, LAMARE ¢ LEGOY, 1993,
1995, 1997, RUSSELL e YANG, 1996; YANG e RUSSELL, 1996a, 1996b), porem h& um
trabalho que reporta o uso de dois enzimas combinados em biocatalise em fase gasosa (KIM e

RHEE, 1992). Contudo a capacidade dos microorganismos, neste caso células nfio viaveis

Ly
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(sistemas multi-enzimaticos), de catalisar reagdes em fase gasosa tem sido também reportada por
diversos pesquisadores (HOU, 1984, HAMSTRA ef ol, 1987, UCHIYAMA ef al, 1992;
MAUGAR et al., 2001).

Algumas das aplicacbes tecnoldgicas potenciais da biocatélise em fase gasosa incluem a
destoxificacio de correntes gasosas (tais como “nerve gas”, RUSSELL e YANG, 1996), o
desenvolvimento de biossensores e a sintese de diversos produtos organicos incluindo produtos
farmacéuticos, fragréncias usadas em perfumaria e aromas para a indistna de alimentos.

A biocatdlise em fase gasosa apesar de ser um tema de interesse recente € potenciais
aplicagdes, como dito anteriormente, e seu estudo ter sido iniciado na década de sessenta, pouco
tem sido publicado nesta area de conhecimento. Ao mesmo tempo a maioria dos trabalhos
publicados tem centrado seus estudos em como acontece a interac3c agua-enzima e qual € a
influencia da agua na atividade e estabilidade desta. Neste contexto, alguns trabalhos merecem
destaque, tal é caso de YANG e RUSSELL (1996a, 1996b) e LAMARE e LEGOY (1995). No
entanto, ainda existe preocupagdo de como a presenca do substrato afeta o grau de hidratacio da
enzima € como isto pode influenciar a atividade catalitica. Esta preocupacgio ainda vai um pouco
mais longe, pois, apesar dos estudos realizados, ndo esti claro como acontece a biocatalise em
fase gasosa € se estes mecanismos de interacdo podem ser descritos como tradicionalmente
abordado para sistemas em fase aquosa. Outros aspectos de importincia como s3o a interacio
enzima-substrate com © suporte (no caso de enzimas imobilizadas) nfo s6 em relagio a suas
propriedades hidrofobicas ou hidrofilicas como também em relacdo a seu carater acido-basico
sequer tém sido estudadas. Além disso, as enzimas e reagBes utilizadas nestes estudos foram na

maioria selecionadas como modelos, havendo pouca preocupacio de realizar trabalhos de
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modelagem matematica e simulagdo destes sistemas, bem como de desenvolvimento de
processos industriais especificos.

A biocatélise em fase gasosa € uma area promissora, mas ainda ha uma necessidade de
continuar e aprofundar os estudos das pesquisas existentes e por sua vez iniciar o estudo ndo s6
de novas variaveis de processo, como também de outros biocatalisadores e sistemas reacionais.
Desta forma, este trabalho teve por objetivo estudar as principais vaniaveis (efeito de diferentes
suportes, atividade de 4gua, temperatura e tipo de substrato) na cinética de reagfes de sintese e
hidrolise de acetato de etila e fase gasosa catalisada por lipases suportadas, de acordo com as
seguintes etapas:

1- Preparacdo de suportes com porosidade controlada de Oxidos mistos de magnésio €

silicio (Mg(G/S10,).

2- Selecdo de lipases de diversas fontes.

3- Imobilizagdo destas lipases e/ou uso de enzimas comercias imobilizadas.

4. Aplicagio destes biocatalisadores em reagGes modelo de sintese e hidrolise de actetato

de etila em fase gasosa.

Foram encontradas algumas publicagdes referentes & reacdo de sintese de acetato de etila
em fase gasosa catalisada por enzimas (HWANG e PARK, 1994, 1997 ¢ BARTON ef al., 1997).
Mas a hidrolise de acetato de etila em fase gasosa e catalisada por lipase ndo tem sido encontrada
na literatura consultada (incluindo bases de dados, bibliotecas eletrénicas e diversos periodicos
especializados). Por outro lado, a simplicidade destas reacdes nos permitiu selecioné-las como

modelos. Contudo, a reagio de hidrélise impls um grau de complexidade maior quando

Lre
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comparada com a reagdo de sintese, pois, nesta a agua além de ser necessaria para manter a
conformacio catalitica da enzima também participava na reacio.

Inicialmente foi estudada a preparagio de biccatalisadores com tamanhos de poros
controlados. Assim & sintese de supories inorgdnicos de Oxidos mistos € puros de Si e'Mg foi
realizada, bem como a caracterizagdo de diversas lipases de origem microbiana com vistas a
selecionar a mais promissora, para futura imobilizagdo. Desta forma, uma enzima (lipase PS) foi
selecionada e testes de reago foram realizados para avaliar seu desempenho, em forma livre e
imobilizada, usando como reagio modelo a2 esterificacio de acetato de etila em fase gasosa.
Apesar de ter-se obtido resultados satisfatorios, surgiram problemas que acabaram mudando ¢
curso da pesquisa e que nos levaram a mudar a reagio modelo de esterificagdo para uma reacdo
de hidrolise de acetato de etila e selecionar um novo catalisador (Lipozyme IM), uma enzima da
Novo Nordisk, a qual pr;')ssuiamos em quantidades suficientes para o desenvolvimento do

trabatho.
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CAPITULG 11

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta seglio, serdo abordados alguns resultados importantes sobre as lipases, suportes,
tipos de reacdes estudadas, parmetros operacionais e caracteristicas gerais dos sistemas

biocataliticos em fase gasosa reportadas na literatura. -

2.1 Consiﬂemgﬁés_._gérais sobre lipases

Lipaééé'pérze'ﬁcém ao grupo da serina hidrolases (E.C. 3.1,1:3), cujo modé de aco esté
relacionado as suas propriedades de atuar na i_ntex_jfaee“ éi'eofégﬁa, sendo os triglicerideos seus
substratos naturais (BORGSTON e BROCWAN,;Q%). A massa molecular das lipases varia
entre 20 a 200 kDa podendo ter origem microbiana, amimal ou vegetal. Basicamente sdo ativadas
na interface oleo/agua ligando-se ao substrato e a 4gua com suas porgdes hidrofdbica e
hidrofilica, respectivamente (SARDA e DESNUELLE, 19358).

As lipases exibem uma caracteristica comus de modelo dobradigo canhécido como dobra
o/f hidrolase (JAEGER e REETZ, 1998; KIM ef o/, 1997). O nicleo central das lipases ¢
constituido por uma folha planar  formada por 6 cadeias B (diferentes) paralelas (B:-fc)
conectadas a & hélices o, duas nos extremos (o) € ;) € outras quatro (o, O3, ¢7 € Cljy) entre
elas. O sitio ativo por sua vez € formado por uma triade catalitica constituida pelos aminoacidos

serina, acido aspartico ou glutdmico e histidina, sendo qgue o residuo nucleofilico serina encontra-~
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se no final no final da cadeia Bs formando uma espécie de B-cotovelo-o conhecido como cotovelo
nucleofilico {Figura 1).

A hidrolise do substrato inicia com o ataque nucleofilico do sitio catalitico sobre o éf;gomo
carbono carbonilico do éster levando a formacio de um intermediario tetraédrico estabiliéad@
por pontes de hidrogénio com os atomos de nitrogénio dos residuos da cadeia pringipal.
Posteriormente, o alcool ¢ liberado levande a formagio de um complexo acila-lipase, o qual ¢

finalmente hidrolisado com a libera¢do do acido graxo e a regeneracdo da enzima.

Figura 1. Estrutura da lipase de Pseudomonas cepacia (SCHRAG et al.,, 1997). Cadeias B
representadas em verde e o hélices em azul, sendo a posigio do jon calcio Ca*'representado por

uma esfera amarela e o centro ativo (Ser 87, His 286 e Asp 264) em vermelho.
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Processos catalisados por lipases se tornam mais atraentes do que 08 processos i;uémicos
convencionais devido a estereoespecificidade (capacidade das lipases em discriminar
enantidmeros em uma mistura racémica), regioseletividade {capacidade de discriminar grupos
funcionais iguais em uma molécula) e baixo consumo de energia (HIRANO, 1986}

As lipases, apesar de serem caracterizadas por romper as ligagBes de €steres de
triglicerideos com o conseqlente consumo de agua (hidrolise), podem catalisar diversos tipos de

reacdes (LORTIE, 1997 e BALCAOQ et al., 1996) como apresentado na Figura 2.

Figura 2. Representacio esquematica de reagdes catalisadas por lipases (BALCAQ et al., 1996).
1) Hidrdlise, 2) Esterificacdo, Transesterificacio: 1+2) Alcodlise, 1+3) Acidolise e 1+2+3+4)

Interesterificacdo.
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As lipases sdo ativas entre pH 4 e 9 e entre temperaturas de 303 K e 343 K. No entanto,
estes biocatalisadores, como qualquer enzima, podem sofrer desnaturacgo devido as tempemzuré,s
elevadas utilizadas para aumentar a produtividade dos sistemas e prevenir 2 can‘iaminag%o
microbiana e a utiliza¢io de valores de pH diferentes daquele no qual enzimas tém estabilidade

maxima.

2.2 Catalise enzimatica em fase gasosa

A maioria dos estudos publicados até o momento sobre reagBes enzimaticas em fase
gasosa abordam a influéncia da dgua sobre a estabilidade e 2 atividade enzimatica, Dentre as
enzimas usadas nestes sistemas encontram-se as lipases, as alcool desidrogenases, as cutinases ¢a
subtilisina Carlsberg. Por sua vez, as reagdes estudadas foram basicamente de apenas trés tip(;s:
esterificacOes, transesterificacdes e oxidagdo de alcoois em aldeidos. Foram utilizadas faixas de
temperatura desde 300 até 345 K, havendo uma menc¢do de um trabalho realizado em 370 K.
Ambos 0s métodos operacionais, batelada e continuo, foram empregados. A Tabela 1 apresenta

de forma resumida alguns sistemas enzimaticos estudados em fase gasosa.

2.2.1 Efeito da atividade da dgua sobre a estabilidade e atividade enzimatica

A agua tem um efeito duplo nas reaces catalisadas por enzimas: preserva a conformacio
catalitica da enzima e participa do seu processo de inativagdo, especificamente na
termoinativacdo (PARVARESH ef al., 1992). HALLING (1994) reportou aspectos necessarios
para estudar a influéncia da 4gua em meios cataliticos nfo convencionais, particularmente a
necessidade de se caractenizar a disponibilidade da 4gua no sistema através do pardmetro

termodindmico atividade da agua, o qual pode ser definido como:

10
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Tabela 1. Reagdes modelo biocataliticas estudadas em fase gasosa.

REACAQ ENZIMA CARACTERISTICAS REFERENCIA
PRINCIPAIS
Oxidagio de etanol a Alcool oxidase Reator de leito fixe. Enzima { HIDATA e
acetaldeido imobilizada. MATSUMOTO,
2000
Produgdo de acetaldeido | Alcool oxidase Sistema continuo, reator de |HWANG er af,,

Conversdo de etanol a
acetaldeido

Oxidagio de etanol a
acetaldeido

Producio de ésteres

acetato e propionato de
etila

Sintese de acetato de
etila {esterificacdo)

Transesterificacdo ¢
reagdes de hidrolise

Transesterificagio de
metil e etil propionato

Produgio de aldeidos

Células de Hansenula
polvmorpha

Alcool oxidase
Catalase

Alcool desidrogenase

Lipase pancreética
porcina

Lipase pancreatica
porcina

Cutinase de Fusarium
solarni

Lipase pancreética
porcina

Cutinase de Fusarium
solani

Alcool desidrogenase

leito fixo, temperaturas de
298,308, 318, 328 K,
enzima imobilizada.

Sistema continuo, 308 K.
Células e enzimas
imobilizadas.

Sistema em batelada,
enzima imobilizada.

Sistema fechado (reciclo
continuo) em batelada.
Enzima imobilizada em 13
de vidro.

Sistema em batelada, a 298
e373 K.

Sistema continuo. Enzima
imobilizada, 333 K.

Sistema continuo,
temperaturas de 338 , 353, e
373 K. Enzima livre.

Sistema continuo. Reciclo
de NAD, temperatura de

333 K.

1993 ¢ 1994

KiM e RHEE,
1992

BARZANA ef
af., 1989

BARTON et dl.,
1997

HWANG e
PARK, 1994,
1997

LAMARE ¢
LEGOY, 1995

PARVARES et
al., 1992

ROBERT e al.,
1992

it
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onde UR € a umidade relativa do ar, em % e P, e Py sdo as pressdes de vapor da dgua gm
equilibric com o sistema usado (na temperatura de saturacdo) ¢ a pressdo de vapor da dgua 4
temperatura de referéncia (temperatura de reagdo), respectivamente.

Este critério ¢ reforcado por LAMARE e LEGOY (1995) que demonstraram que a
atividade de 4gua, ¢ ndo o conteudo de agua livre na fase gasosa, € o par@metro relevante em {315
sisternas uma vez gque a hgaclio de moléculas de agua as moléculas de proteina depende deste
parimetro termodinémico.

A sintese de acetato de etila em fase gasosa usando lipase foi estudada por HWANG e
PARK (1994, 1997), os quais observaram que com © incremento do teor de agua na lipase, a taxa
de reagdo do éster diminuia. Resultados similares foram observados durante a reagdo de
transesterificacdo catalisada por lipase pancredtica para atividades de agua superiores a 0,29
(PARVARESH er al, 1992) e também na oxidagio de etanol em acetaldeido em que a
concentragio de acetaldeido aumentava com o aumento da temperatura de reagio e com a
diminuigio do teor de agua no biocatalisador (HIDATA e MITSUMOTG, 2000). Contudo, estes
resultados viio ao encontro dos resultados obtidos por BARZANA ef /. (1987), os quais sugerem
um efeito contrario da dgua durante a reagio de oxidagio de etanol a acetaldeido.

A atividade da agua afetou fortemente a estabilidade ¢ a taxa de reagio na sintese de
acetaldeido em fase gasosa, usando dlcool desidrogenase (BARZANA ef al, 1989). Um
incremento na atividade da 4gua resuitou em um aumento na atividade catalitica da enzima

enquanto a estabilidade desta diminuia consideravelmente (Figura 3). Os autores concluiram que
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a formag3o de uma fase de etano] pré-adsorvida na superficie do suporte nic é um pré-requisito

para o desenvolvimento da reagdo, indicando a interagfio direta do etanol gasoso com a enzima.
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(BARZANA et al , 1989).

Water activity
Figura 3. Efeito da atividade da agua sobre a atividade e termoestabilidade enzimatica

A adsorgdo de agua em alcool desidrogenase na presenca de substratos em fase gasosa

com hidrofobicidades diferentes foi estudada por YANG e RUSSELL (1996a e 1996b). Foi

constatada a presen¢a de histerese nas isotermas de adsor¢do e os dados experimentats foram

mais bem ajustados pelo modelo de multicamadas de Huttig, ao invés do modelo de Langmuir,

tradicionalmente utilizado.

A conversdo de etanol em acetaldeido em um biorreator gas-sélido continuo foi estudada

utilizando células de Hansenula polymorpha e dlcool oxidase com catalase (KIM e RHEE, 1992).
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Estes autores observaram que a estabilidade da enzima alcool oxidase no reator aumentava com a
diminuicio do teor de dgua. A estabilidade das células foi maior do que a de enzimas purificadas,
sendo gue o sistema se manteve estavel por mais de um més em 308 K com conversio compigta
de etanol a acetaldeido, enquanto o teor de umidade da enzima era mantido aproximadamente em
8%. Nesse mesmo ano, ROBERT ez al. (1992) publicaram um estudo sobre o papel da agua na
biocatéalise em fase gasosa. Eles estudaram o desempenho de dlcool desidrogenase e de enzirﬁas
lipoliticas em um reator gas-sdlido continuo e em relagdo a estas ultimas enzimas concluiram que
a 4gua tinha um efeito positivo na atividade inicial da enzima, mas comprometia a estabilidade
desta, ou seja, tantc 2 atividade quantc a estabilidade de uma enzima sdo altamente dependentes
do nivel de hidratacdo inicial da enzima. Neste contexto, propuseram uma isoterma de adsorcio
de 4agua (Figura 4) para enzima cutinase termoestavel de Fusarium solani clonada em Eschericia
coli e que pode ser usada como referéncia na andlise de comportamento de outras enzimas
lipoliticas. Os autores consideraram que valores de atividade de agua menores que 0,2
corresponde 4 agua ligada a estrutura da enzima, entre 0,2 e 0,7 corresponde 2 4gua na primeira
camada de hidratacdo e acima de 0,7 corresponde a agua livre que se envolve no processo de
desnaturagdo da enzima.

Por outro lado, CONDORET et al. (1997) reportaram uma isoterma de atividade de agua
para & Lipozyme IM, uma lipase de Mucor miehie imobilizada em resina de troca anic“)nica# a
temperatura de 303 ¢ 313 K (Figura 5) e ajustaram uma equagdo polinomial para o teor de agua
no solido (Cws) em fungfio da atividade de agua (aw) a qual € valida para aw <0,88:

Cwe =0,1718 aw~ 0,377 aw +0,605 aw’ 2)

onde Cws é expressado em gramas de dgua por grama de solido.
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Figura 4. Isoterma de adsorcfc de agua na enzima cutinase de Fusarium solani (ndo imobilizada)

(ROBERT et al., 1992).
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Figura 5. Isoterma de adsor¢do de 4gua em Lipozyme IM a 303 e 313 K tanto para valores
ajustados como experimentais (CONDORET ef al., 1997).
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Ao comparar as Figuras 4 € 5, pode-se observar que as duas apresentam comportarnentos
bem semelhantes. Contudo a maior inclinacBo da curva da Figura 5 pode ser devida & diferente
natureza dos s¢lidos usados nestes experimentos, que como explicado acima, no pnimeiro caso
trata-se de uma enzima hvre e no segundo caso de um enzima imobilizada em uma resina de
troca anidmica, suporte este altamente hidrofilico. A Figura 5 por se tratar de um dos
biocatalisadores em estudo (Lipozyme IM), particularmente podera nos ser util posteriormente na
analise do desempenho deste biocatalisador na reagdo de hidrolise de acetato de etila em fase

gas0sa.

2.2.2 Efeito do suporte sobre a atividade enzimatica

As enzimas podem ser usadas de duas formas em melos ndo convencionais: em solugdo
ou como solidos. As enzimas solidas podem ser usadas como precipitados, ligadas a cristais qu
imobilizadas (LORTIE, 1997). Nos sistemas que contém enzimas imobilizadas em suportes
solidos, o suporte tem uma influéncia significativa na atividade enzimatica, podendo deslocar o
equilibrio da reag@io devido a interac@o deste com as moléculas de agua. Em solventes orgénicos,
lipases de Mucor miehie ¢ de Candida rugosa imobilizadas em diversos suportes tém uma
dependéncia similar da atividade de agua (VALIVETY ef al,, 1994), enquanto a subtilisina tem
forte dependéncia em relagdo ao tipo de suporte usado para um teor de agua constante (ORSAT et
al., 1993).

Nos estudos de biocatalise, em geral se tém observado uma certa preferéncia pelo uso de
matrizes orgénicas como suporte de enzimas. Porém alguns tipos de suportes inorginicos tém
sido utilizados tanto em pesquisa béasica como industrialmente. Esta preferéncia deve-se

fundamentalmente ao fato que suportes orginicos apresentam alta reatividade, facilitando a
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ligagdo com as enzimas ¢ permitindo a sua modificagfio estrutural e quimica. Contudo, suportes
inorglnicos, devido as suas propriedades fisicas, sfo preferidos para aplicagbes industriais
{KENNEDY e CABRAIL, 1987) Alta resisténcia mecnica, estabilidade térmica, resisténcia a
solventes orgdnicos € a¢ ataque microbiano sdo algumas das vantagens que apresentam oS
suportes inorginicos, quando comparados com os orgimicos. Além disso, os materiats
inorganicos ndo apresentam mudangas na sua estrutura pela influéncia de amplas faixas de pH,
temperatura e pressio e podem ser facilmente regenerados por um processo de pirolise.

Nas pesquisas de biccatilise em fase gasosa, matrizes orglnicas e inorglmicas t€m sido
utilizadas, mas geraimente o efetto do suporte e as suas propriedades (hidrofobicidade, acidez,
estrutura, etc.) sobre ¢ comportamento no sistema ndo tém sido discutido. Alguns tipos de
enzimas e suportes usados em biocatélise em fase gasosa sdo apresentados na Tabela 2.

Muito embora a atividade de agua venha a ser a melhor maneira de se definir a
disponibilidade de moléculas de agua para interacio com a proteina, deve-se levar também em
consideracdo a influéneia do meio, na distnibuicdo destas moléculas, tal como no caso de
solventes orgéanicos liquidos (LAMARE e LEGOY, 1995). Estes autores observaram um aumento
da atividade enzimatica com © aumento da atividade de 4dgua no sistema para cutinase
imobilizada em uma resma trocadora de ions. No entanto, 0s mesmos autores observaram um
maximo para a atividade enzimatica da mesma enzima suportada por adsor¢do em matriz apolar.
A retencdo de agua pelo primeiro suporte, por ser este hidrofilico, seria bem superior a retengio
pelo segundo que, sendo hidrofobico, ndo competiria pela agua, permitindo que a menores
atividades de agua a enzima tivesse hidratagdo suficiente para que, com alta mobilidade,

alcangasse desnaturagdo. Em sistemas com solventes orgnicos liquidos, GOLDBERG ez al
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(1990) mostraram a importancia da particdo de 4gua entre a fase solida e solvente na atividade

enzimatica.

Tabela 2. Alguns tipos de suportes usados em biocatalise em fase gasosa.

ENZIMA TIPO DE SUPORTE METODO DE REFERENCIA
IMOBILIZACAQ
Alcool oxidase de DEAE-cellulose ¢ pérolas | Adsorgio BARZANA et al.
Pichia pastoris de vidro porose (CGP) 1989
Catalasse de
Aspergillus niger
Alcool oxidase Amberlite IRA-400 Adsorcio HWANG et of,
1993
Alcool oxidase de DEAE-celulose Adsorcgio KIM e RHEE, 1992
Pichia pastoris
Catalasse de
Aspergillus niger
Lipase de Cdndida | Chromosorb P Adsorgio LAMARE e
eyvlindracea LEGOY, 1995
Cutinase de Resina de troca idnica Imobilizagao covalente
Fusarium solani
Alcool desidrogenase | Particulas perosas de Adsorcao PULVIN et al. 1986
albumina bovina e
ghitaraideido

2.2.3 Efeito da polaridade da fase gasosa e do substrato sebre a atividade catalitica

A polaridade do substrato pode afetar a adsorgio de agua pela enzima ¢ assim modificar

as propriedades cataliticas desta. Por exemplo, a adsorcdo de 4gua pela enzima &lcool

desidrogenasse foi estudada em presenga de substratos orgénicos gasosos para reciclar o cofator
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NAD e avaliar a interaclio da agua com a enzima. Estes resultados foram comparades com a
adsorgdc de dgua pela enzima na presenca de uma mistura de gases livres de substratos orginicos
{vapor de agua e hélio). Os resultados mostraram que a presenga do composto hidrofébico 3-
metil-2-buten-1-ol ndc afetou a adsorcdo de agua pela enzima, enquanto que & maior
hidrofilicidade da acetona propiciou menor adsorgio de agua, o que indicou que moléculas
organicas podem competir com a agua durante o processo de hidrata¢io da enzima em sistemas
gasosos (YANG ¢ RUSSELL, 1996a).

Resultados similares foram obtidos por CARVALHO er gl {(1996) no estudo sopbre 2
influéncia da presenca de gases (didxido de carbono, propanc e mistura destes) na reagio de
transesterificacdo por subtilisina Carlsberg. A composicio da fase gasosa afetou a adsorgio de
agua pela enzima como nos estudos de YANG e RUSSELL (1996a e 1996b). Na presenga do
composto apolar, propano, a hidratacio da enzima foi maior do que aquela encontrada na
presenca de fase gasosa polar, contendo dioxido de carbono, para a mesma concentracio de dgua
no sistema. Devido & baixa atividade da enzima na presenca de didxido de carbono, conclui-se
que este gas, apesar de apresentar algumas conveniéncias, ndo € um gas promissor no arrastre de
substratos.

Durante as reagdes de transesterificacio em fase gasosa de metil e etil proptonato com
. alcoois de cadeia lineares saturadas de tamanhos diferentes usando lipase pancredtica e uma
cutinase em reator de leito fixo continuo, observou-se que a atividade da enzima dependeu da
natureza do éster ¢ do comprimento da cadeia dos alcoois, isto €, um aumento do comprimento da

cadeia e, consegiientemente, da hidrofobicidade do &lcool que resultou em taxas de reagdes

i9



Capitulo II - Revisio bibliografica

menores mas conferiu & enzima uma maior estabilidade (ROBERT et al,, 1992 ¢ PARVARESH
efal., 1992).

LAMARE ef al. (1997) observaram que alcoois utilizados na reaglo recombinante de
transesterificacic com cuiinase podem substituir as moléculas de dgua na solvatacdo, com um
efeito positivo sobre a taxa da reacgfo, favorecendo a interagdo da enzima com 0s compostos ndo
polares, em baixos niveis de hidratagio, ou seja, para baixos valores de atividade da agua. Ao
mesmo tempo, esses autores observaram um incremento na afinidade da enzima pelo substrato, a
medida que aumentava a disponibilidade da 4gua e 2 apolaridade do substrato. Assim, quando a
disponibilidade da agua no sitic ativo ¢ limitada, a reatividade dos compostos ndo polargs
diminui, devido a auséncia de moléculas polares necessarias para interagir com 0s residuos
polares, para que as interagdes hidrofébicas ocorram. Neste caso fot possivel observar uma agjo
cooperativa, de um dos substratos com a enzima, em condigdes tais que este tem um papel
importante na solvatagdo da proteina, interagindo com um grande nimero de residugs e

favorecendo a atividade catalitica.

2.3 Conclusdes da revisio bibliegrafica
Apesar das poucas publicagdes existentes em relagdo a biocatalise em fase gasosa, uma

vez realizada a revisdo bibliografica, algumas conclusdes podem ser formuladas:

1. A hidratagio da enzima constitui um fator de extrema importdncia para garantir ©
equilibrio entre a atividade enzimatica e a estabilidade do biocatalisador em reagBes em
fase gasosa. A atividade de agua (a.) € o parmetro mais indicado para caracterizar e

controlar a disponibilidade da agua nesses sistemas.
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L)

Para baixos valores de atividade da 4gua, o substrato pode substituir as moléculas de agua,
com um efeito positivo sobre a velocidade da reacfio, favorecendo a interacdo da enzima
com os compostos ndo polares. Portanto, nos sistemas em fase gasosa deve-se considerar
a polaridade do substrato como um par@metro importante na hora de se avaiar a cinética

destes processos.

Nos sistemas contendo enzimas imobilizadas em suportes solidos, o suporte pode afetar a
atividade enzimatica devido & dependéncia das suas propriedades hidrofobicas ou
hidrofilicas, que pode competir pela dgua durante a reaco deslocando o equilibrio. Os
efeitos de outros pardmetros do suporte como o carater acido-base néo foram relatados na

literatura consultada.

Apesar de se ter encontrado trés artigos referentes ao estudo da reagio de esterificagdo de
etanol € acido acético para a formac3o de acetato de etila (BARTON ef al, 1997 ¢
HWANG e PARK, 1997, 1994); ndo foi encontrada nenhuma publicacdo que abordasse o
estudo da reaclio de hidrolise de acetato de etila em fase gasosa, a qual foi objeto de

estudo deste trabalho.

Apenas um trabalho (HWANG er al 1993) apresentou um estudo de modelagem
matematica de reagio de oxidagdo de etanol a acetaldeido em fase gasosa, a qual foi feita
a partir da derivagio da equag@io de fluxo em pistdo e na qual a equacdo da taxa €
representada por uma equagdo do tipo de Michaelis-Menten, derivada de um mecanismo

Bi-Bi seqiiencial ordenado.
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6. Os estudos de como interagem entre si enzima, substrato, agua e suporte e suas
implicagdes na estabilidade, seletividade e atividade destes biocatalisadores s8o aspectos
pouco explorados na Iiteratura, e mencionados por LAMARE ¢ LEGOY (1995} como

questdes que necessitam ser estudadas.
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CAPITULO T

MATERIAIS E METODOS

3.1 Biocatalisadores com tamanho de poro controlade

A preparagiic de biocatalisadores com tamanhos de poros controlados envolveu varias etapas:
a) a sintese e caracterizago de suportes inorgénicos de Oxidos mistos e puros de Sie Mg; b) 2
caracterizagio de diversas lipases de origem microbiana com vistas a selecionar a mais

promissora € ¢) finalmente a etapa de imobilizag@o da enzima no suporte. Cada uma destas etapas

sera descrita detathadamente a seguir.

3.1.1 Preparacio dos suportes

Para a prepara¢@o dos sdlidos usados como suportes, foram utilizados nitrato de magnésio
hidratado (Mg(NG3)26 H;0), com pureza minima de 99% da Merck {Alemanha) e hidroxido de
amdnia com 25% de NH; também da Merck (Alemanha). Também, foi utilizado oxido de sﬂiga
(Si07) da Degussa (AEROSIL 200, area superficial 200 m°g™), lote n° €200 75 CII, com pureza
de 99,8% de Si0; e teores maximos de umnpurezas de 0,05% de ALO;, 0,03% de TiO,, 0,025% de
HCl e 0,003% de Fe;0s3.

Foram preparados oxidos puros {em ordem crescente de basicidade) de Si0; e MgQ, além
de 6xidos mistos formados por combinagdes duas a duas destes dxidos puros de acordo com

razbes nominais Mg(O/810, de 0:1; 1:1; 1:4; 4:1; 81 e 1.0. O MgO foi preparado por
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precipitacdo a partir da mistura de uma soluco aquosa de NH,OH 0,187 M adicionada gota a
gota a solucdo 4 M de Mg(NO3),6 Hz0, sob agitaco continua de acordo com ¢ método proposto
por SIDJABAT erf al (1993). Na Figura 6 ¢ apresentado o esquema do sistema experimental
utilizado na preparago dos suportes. Os oxidos mistos foram preparados por precipitagio, como
no caso anterior, sobre uma suspensio aquosa contendo $i0; na proporgio desejada (MARTIN,

1997).

Solucdo 0,187 M de NH,OH {
>

Suspensdo de Si0, em uma

solucdo 4 M de Mg(NO,),

>

Mg(NO,), 6HL,O+2NH,0H  ——p Mg(OH),+2NH,NO,+H,0

Figura 6. Esquema geral de preparacdo dos solidos a ser usados como suportes na preparagio dos
biocatalisadores com tamanho de poros controlados.

O precipitado obtido, contendo hidroxido de magnésio ou silica ou a mistura deles, foi
deixado em repouso por 24 horas na solugio mie. Posteriormente, os solidos foram filtrados a
vacuo e secados em estufa a 400 K por 12 horas, resfriados até temperatura ambiente em
dessecador, moidos, peneirados e posteriormente calcinados a 1073 K durante 5 horas. A Figura

7 apresenta a seqiéncia das operagles envolvidas na preparacio destes suportes.
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gl Adicdo de reagentes

I

Solugdo de Hidréxide de Magnésio

4M

Oxido de silica

Schicgo de Hidroxide de Amdnio
6,187 M

|

]

Mistura
2082303 K

Precipitagio
298 2303°C

|

Repouso de 24 Horas

Filtragdo g vicuo

| _

Lavagem até pH 7.0

Secagem a 400 X
12 Horas

Moagem & Peneiramento
200 mesh<didmefro dg particulas<100 mesh

Calcinagio 2 1073 K durante 5 Horas

Figura 7. Diagrama de blocos do procedimento de preparagio dos sélidos usados como suportes.

f
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3.1.2 Caracterizacio dos suportes
3.1.2.1 Determinacio do ponto Gmido dos suportes

Para determinar o volume de poros gotejou-se um volume de 4dgua em uma qaantidafie
conhecida de suporte previamente calcinado. Este procedimento foi realizade sob constante
agitagio do solido até atingir o ponto Umido. A saturagio dos poros do sélido foi percebida pelo

excesso de agua no solido e o volume de agua adicionado até este ponto foi usado para o calculo

do “ponto Gmido”, em termos de volume de liquido por massa de suporte,

3.1.2.2 Difraciic de raies-X

Foi utilizado um difratdmetro de raios-X da marca Philips Analytical, modelo X'Pert
PW3050. Efetuou-se uma varredura continua do espectro utilizando a metodologia do pd com
velocidade de 0,020 °/s e radia¢io de Ka-Cu de comprimento de onda de 1.5406x107° m. Os

dados obtidos foram processados usando os programas computacionais PC-APD verséo 4.0 e

Origin versdo 5.0

3.1.2.3 Adsorcie de nitrogénio

Os suportes foram caracterizados por adsorcdo de nitrogénio em aparelho volumétrico
Micromeritics, modelo ASAP 2010 C. Os suportes foram calcinados a 1073 K por 5 h em ar
estatico, em seguida resfriados até a temperatura ambiente em dessecador e posteriormente
transferidos para a célula de adsorgdo. O primeiro tratamento consistiu na evacuagdo da amostra
até 0,1 Pa a 623 K até que a pressdo dentro da célula apresentasse uma vanagdo menor do que
0,02 Pa por dois minutos. Subseqilentemente, a célula era fechada e transferida para ¢ modulo de

anglise, onde era novamente evacuada até 0,1 Pa & temperatura ambiente. Posteriormente, a
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temperatura era reduzida até 77 K e eram admitidas pequenas doses de N; desde a pressio
relativa de 0,010 ate 0,995 seguido pela diminuicfio progressiva até 0,010, As isotermas assim
construidas permitiram calcular a distdibuigfio de tamanho de poros desde difmetros de 1 até 300
nm. Além disso, na faixa de pressfo relativa de 0,050 a 0,350, os dados de adsorgio permitemn

calcular a area superficial pelo método BET (BRUNAUER et al, 1938).

3.1.2.4 Quimissorgido de CO,

A basicidade dos suportes foi medida por adsor¢iio de CO; em aparethe volumétrico
Micromeritics, modelo ASAP 2010 C. A caracterizacdo por quimiosorcio de CO; é baseada na
determinagdo da isoterma de adsorgic a diferentes pressGes de CO, Esta isoterma que
corresponde & adsorcdo total de CO; é formada pela adsorgio fisica (reversivel) e pela adsor¢io
quimica (irreversivel). Desta forma, foi possivel determinar a quantidade de CO; que cada solido
¢ capaz de adsorver quimicamente. A adsor¢io de CO, foi realizada a temperaturas diferentes
(303, 333 e 373 K) para permitir o calculo da distribuigio de sitios basicos na superficie dos
solidos, pois a distribuigio destes sitios poderia influenciar o comportamento da enzima nas

reagtes estudadas.

3.1.3 Lipases utilizadas: caracteristicas fundamentais

Foram usadas lipases de diferentes fontes e fornecedores com vistas a selecionar aquelas
que fornecessem methores resultados em termos da atividade catalitica em fase liquida, a partir
da reacio de hidrolise de p-Nitrofenol palmitato. Na Tabela 3, sfo apresentadas os diferentes

tipos de enzimas utilizadas, assim como as caracteristicas fundamentais de cada uma delas

segundo os fornecedores.
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Tabela 3. Lipases de diversas fontes microbianas e suas caracteristicas fundamentais.

Massa
Enzima Fonte Procedéncia Dados de fornecedores | moleeniar
{(kiDa)
Lipolase 100l | Aspergillus NOVO (Brasil) Preparado bruto, estavel 50
oryzae de552333KepHdeda
10. -
Enzima imobilizada em -
resing macroporosa  de
Lipozyme IM | Mucor michei NOVQ (Brasil) troca anidnica por
adsorsdo. Estavel de 303 2
343 K, tamanho de
particula de 0,2 a 0,6 mm,
densidade de 350 a 450
kg/m’.
Lipase OF Candida MEITO ANGYO | Enzima liofilizada. 100-120
cylindracea (Japio)
Lipase 2212F | 4spergillus sp. ROHM Enzima hofilizada. L
(Alemanha)
Lipase L Candida lipolitica } AMANO (Japdo) | Enzima liofilizada. L
Lipase FAP15 | Rizomucor AMANO (Japdo) |Enzima Lofilizada. 33
Javanicus
Lipase PS Pseudomonas AMANO (Jap3io) |Enzima liofilizada. 33
cepacia
Lipase AK Pseudomonas AMANO (Jap3o) |Enzima liofilizada. 33,5
Jluorencens
!
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3.1.4 Caracterizaciic de lipases
3.1.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras de lipases comerciais foram avaliadas quanto & pureza por SDS-PAGE
segundo LAEMMLI (1970). O gel foi preparado na concentragio de poliacrilamida de 12,5 % ¢
com espessura de 1 mm. As amostras foram preparadas em tampdo TRIS-HCI pH 8,0 contendo
dodecil sulfato de sddio (SDS) e B-mercaptoetanol. Posteriormente as amostras foram aquecidas
a 373 K durante 10 minutos para favorecer a desnaturagio. A separaciio das proteinas foi

realizada a 200 V e o método de revelagiio usado fol a coloraciio com solugdo de nitrato de prata.

3.1.4.2 Determinacio da concentraciic de proteinas

A concentragio de proteinas foi determinada segundo o método reportado por
BRADFORD (1976). Este método ¢ baseado na observacio da existéncia de duas formas
coloridas diferentes do Coomassie blue G-250 (vermelho e azul). A forma vermetha é convertida
na forma azul apds a ligacio do corante com os residuos de aminoacidos aromaticos das
proteinas. Quando ocorre a ligagdo do corante com a proteina a mudanga de cor pode ser medida
espectrofotometricamente a 595 nm de comprimento de onda. Para obter a curva de calibragio,
preparou-se uma solugdo de albumina de soro bovino (BSA) com concentragdo de 10 pg/mi,

dissolvendo-se 1 mg de BSA em 100 ml de tampao TRIS-HCI (20 mM, pH 8,0).

3.1.4.3 Determinacic da atividade enzimatica

A atividade enziméatica foi determinada a partir de um método espectrofotométrico, o qual
baseia-se na hidrolise do p-nitrofenoipalmitato (pNPP) em p-nitrofenol {pNP} e acido palmitico

(WINKLER e STUCKMANN, 1979; PIMENTEL ef af, 19%4; RODRIGUES, 1997). A
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liberagio do p-nitrofenol foi detectada em 410 nm de compnmento de onda. Uma unidade gie
atividade € defimda como a quantidade de p-nitrofenol formada em um minuto por Volume. de
solucdo enzimatica (nmol i min™). O método consiste em adicionar a 3,0 mi de substrato, 330
ul de solugdo epzimatica numa cubeta de quartzo. Posteriormente, sdo feitas varias medidas de
absor¢do em 410 nm durante 30 minutos de reaclo em espectrofotdmetro, com temperatura
controlada a 310 K, em cubeta de quartzo. Para a preparagdo do “teste em branco” adicionou-se
330 ul de tampio TRIS-HCI em 3,0 ml de substrato.

() substrato foi preparado a partir da mistura de duas solugdes. A soluglo 4 € preparada a0
se dissolver 27 mg de pNPP em 9 ml de isopropanol e a solucio B ao se dissolver 2 g de Triton
X-100 ¢ 0,5 g de goma arabica em 430 ml de tampdo TRIS-HCI 50 mM a pH 8,0. Esta ﬁltiz%a
solugdo ¢ estavel por 6 semanas a temperatura de 4°C. Finalmente deve-se, adicionar, sob
agitagdo 1,0 ml da solugio 4 gota a gota em 9 ml da solugdo B. Para a determinacdo da curya
padrio de p-nitrofenol foram preparadas varias solugdes com diferentes concentragbes de
p-nitrofenol em isopropanol (solugdo 4). A mistura de reagio foi feita segundo a metodola?gia

acima descrita, mas substituindo o tampdo pela solugfo enzimatica.

3.1.5 Imobilizacdo das Lipases nes suportes

Os solidos utilizados como biocatalisadores foram preparados usando como procedimento
de imobilizagdo a adsor¢do fisica da lipase através do método da impregnacdo incipiente at€ o
ponto Umido dos oxidos inorgénicos, com a solugiio aquosa contendo a enzima desejada. Em
balanca analitica foi pesado em capsula de porcelana 1 grama de suporte, previamente calcinado
a 1073 K e resfriado em dessecador & temperatura ambiente. Em uma bureta foi adicionada a

solucio enzimatica com uma concentragdo de 20 mg/ml. A impregnagdo foi feita gotejando-se a
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soluglo enzimatica sobre o suporte até este atingir o ponto Umido. Os biocatalisadores, depols de
secos em dessecador contendo peneira molecular a temperatura ambiente foram guardados a 277
K até a sua utilizagéo.

Na preparacdio de biocatalisadores, com quantidades diferentes de lipase imobilizada
(adsorcdo fisica), foi utilizado o método de impregnagdio incipiente sucessiva até o ponto Gmido.
Este procedimento consistiu na realizagdo de varias etapas de impregnacio, cada uma delas
seguidas da secagem do sélido at¢ massa constante para a eliminaco da umidade residual e
gventual preparagio do solido para uma nova etapa de adsorgBio. Quando concluido este
procedimento, os biocalisadores foram secados em dessecador & temperatura ambiente e

posteriormente estocados a 277 K até a sua utilizaciio.

3.2 Biocatalisador comercial: caracteristicas fundamentais

A enzima imobilizada comercial utilizada foi a Lipozyme IM da Novo Nordisk A/S,
Dinamarca. Basicamente, este catalisador consiste de uma preparagdo de lipase imobilizada em
particulas de resina macroporosa de troca anidnica. Esta resina conhecida como Duolite 568
(CONDORET et al., 1997) € de tipo fendlica e altamente hidrofilica, encontrando-se a enzima
fortemente ligada & matriz por adsor¢do. Trata-se de um produto granular com um tamanho de
particula de 0,2 — 0,6 mm, ¢ com densidade aparente de 350 — 450 kg/m’. Esta enzima foi obtida
a partir de uma lipase de Mucor miehei, cujo codigo genético foi transferido para Aspergillius

oryzae.
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3.2.1 Caracterizacio do biocatalisador Lipezyme IM

3.2.1.1 Adsorcio de nitrogénio

A enzima Lipozyme IM foi caracterizada por adsor¢do de nitrogénio em um aparellém
volumétrico Micromeritics, modelo ASAP 2010 C de acordo com o procedimento descrito no
item 4.1.2.3, mas como neste caso a amostra continha proteina, esta foi secada em dessecador a
vacuo 4 temperatura ambiente durante 24 horas e em seguida transferida para a célula de

adsor¢éo.

3.2.1.2 Analise termogravimétrica (ITGA)

A anélise termogravimétrica (TG, DTG) foi realizada em equipamento Universal, modego
V23 C TA. Basicamente esta técnica nos permite monitorar a perda de massa de uma amostra'em
fungdo da temperatura de aquecimento, que no caso de proteinas, poderia ser explicada como
possiveis mudancas estruturais que levam a desnaturagdo. A amostra (20,1093 mg) foi analisada

em atmosfera de nitrogénio puro, entre 303 e 373 K, usando uma taxa de aguecimento de 283 K

< 1
min .

3.2.2 Condicoes de pré-tratamento do biocatalisador

Em todos os experimentos, antes de iniciar as reagOes, o biocatalisador {aproximadamente
150 mg) foi submetido a um processo de pré-tratamento que consistiu basicamente da hidratacdo
deste com 4gua durante 30 miputos. Neste caso, a concentracio da agua (pressio parcial) usada
nesta etapa de hidratacdo, na fase gasosa era igual & concentracdo que posteriormente seria fixada

quando usada como reagente em cada teste experimental, isto €, 4,58; 9,21 ou 17,54 mmHg.



Capitulo HI — Materiais e Métodes

3.3 Sistema experimental de reaciio

O sistemna experimental (Figura 8) ¢ constituido por um aparelho volumétrico de vidro e
pode ser divido em trés blocos. O primeirc bloco destinado a preparagio dos substratos era
formado pelos borbuthadores (3), saturadores (4) e a cdmara de mistura dos gases (6). Uma
corrente de gas inerte (He) passava, separadamente, nos borbulhadores contendo os dois
reagentes {alcool e acido no caso de esterificagio ou éster ¢ 4gua no caso da reagio de hidrolise).
Os reagentes foram arrastados pelo gas, em forma de vapor, até seus correspondentes saturadores,
cuja temperatura foi controlada através da agua {proveniente de banhos termostéticos), que
circulava por suas camisas externas. A vazdo de cada corrente gasosa era controlada por valvulas
de ajuste fino independentes.

Os borbulhadores eram mantidos a temperatura ambiente, enquanto que a temperatura do
saturador variava em fun¢do da pressdo de vapor desejada para cada experiéncia. Garantiu-se,
desta forma, a saturagio da corrente gasosa com ¢ vapor de €ster ou dgua. Neste caso, o gas de
arraste, depois de borbulhar nos reagentes estava em equilibrio com a fase liguida e a pressdo
parcial dos reagentes era igual a pressfio de vapor correspondente 3 pressdo acima do ponto de
orvatho dos compostes puros na temperatura do saturador. As pressdes de vapor foram calculadas

a partir da equagio de Antoine:

B
logP=4- 3
£ T+C ©)
onde:
P ¢ a pressdo parcial em mmHg

T € a temperatura em K

A, B, e C sio constanies



Controle de
femperatura

Figura 8. Sistema experimental para reagdes em fase gasosa: (1) sistema de suprimento de gas de arraste ¢ de referéneia, (2)
valvula de ajuste fino, sistemas para a preparagfio dos substratos{(3) borbulhador e (4) saturador}, (5) banho termostatico, (6)

termopares, (7) cAmara de mistura dos gases, (8) biorreator, (9) cromatdgrafo gasoso, (10) computador para aquisicio de dados.
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A pressZo de vapor em cada caso foi medida pela variagio da vazio volumétrica ¢ a
temperatura de saturagdo correspondente, determinando desta forma, a concentracio de cada
substratc. Em seguida as correntes foram misturadas em uma cimara ¢ transferidas para o
segundo bloco constituido pelo sistema de reag@o. Foi usado um reator cilindrico de 5 cm de
comprimento ¢ 1 cm de didmetro intemno, ¢ qual foi operado de forme diferencial utilizando-se
uma alta vazdo volumétrica da mistura reagente pelo leito catalitico para, desta forma, evitar
problemas de transferéncia de calor e massa.

Os substratos mmtroduzidos no reator passavam através de um leito contendo
aproximadamente 150 mg enzima suportada ou livre (liofilizada). O reator foi operado sempre
com uma baixa conversdo dos reagentes para evitar problemas de transferéncia de calor € massa
particularmente problemas difusivos (conversio menor que 10 %). Duas rteagBes foram
estudadas, primeiramente a reacdo de esterificacdo e posteriormente a de hidrolise de acetato de
etila conforme as equagles 4 e 5, sendo as concentragbes inicias dos substratos na reacao de
esterificagao de 4,38; 9,21 e 17,54 para a agua e de 14,24; 25,00; 42,4 ¢ 73,10 para o acetato de
etila, respectivamente. Em todos os experimentos a vazio total dos gases foi medida em

condigBes de temperatura e pressio normal.

Esterificacdo
enzima
CH;CH,OH(g) + CH;COOH(g) = CH3COOC;H5(g) + HzO(g) 4)
Hidrolise
enzima
CH3;COOC:Hs(g) + H:0(g) = CH;CH;OH(g) + CH3;COOH(g) ()

35



Capitulo I — Materiais e Métodos

O terceiro bloco, que corresponde & etapa de anélise era formado basicamente por um
cromatdgrafo conectado em linha com o sistema de reagdo e acoplado a um computador que
continha uma interface que operada por um programa computacional (Borwin) que permitia a

conversio da sinal analdgica em digital.

3.4 Monitoramente da reacéo

Cromatografia gasosa foi usada para analisar substratos e produtos resultantes da reacio,
em fase gasosa. O cromatografo, modelo CG-35, conectado em linha com o sistema experimental
foi equipado com um detector de condutividade térmica. Utlizou-se uma coluna Poropak Q de
80/100 mesh, de ago inox com 3m. A temperatura do detector foi de 473 K, enquamio as
temperaturas do vaporizador e da coluna foram de 393 ¢ 453 K, respectivamente. Hélio foi usado
como gas de arraste com vazdo de 40 mL/min.

Inicialmente, foi realizada a identificacfio cromatografica dos reagentes e produtos que
participam do sistema reacional. A Figura 9 apresenta um cromatograma com a identificacdo da
agua, etanol, acido acético e acetato de etila com os respectivos tempos de retengfo na coluna

cromatografica, nas condi¢des de operagdo do cromatografo.

3.5 Procedimento de cilcule da velocidade de reacio
Para o calculo da taxa de reacdo ry dada em mol de substrato consumido por hora e por

miligrama de biocatalisador (mol/hmg), utilizou-se a equagdo para reatores diferenciais:

- 14 =Fao XIW (6)
como

Fao = v Cao, (?}
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v

Stancl 4.39
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LIE+08

qua 233
188404 ]
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Tempo, min

Figura 9. Identificagfo dos reagentes e produtos por cromatografia. Inje¢iio de 1 uL de mistura
liquida de dgua, etanol, acido acético e acetato de etila usando coluna Poropak Q de 3 m. Hélio

foi usado como gas de arraste com vazao de 40 ml/min.

Substituindo a equagio (7) em (6), temos que

-14 =V Cao XYW (8)
Definindo a conversdo da reacdo como sendo

X=(Pao-Pa) Pao (9

onde:

Fao € avazdo molar, mol/h

X € a conversdo referente ao substrato A, %

Cao € a concentracdo de substrato na entrada do reator, mmHg

C. ¢ a concentragdo de substrato na saida do reator, mmHg
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W ¢é a massa de biocatlisador, mg

De acordo com a equacio de gas ideal (PV = nRT), podemos escrever que:
Cao=10/V = Ps/RT (10)
Substituindo a equacgio (10) em (8), a equaclo para o célculo da velocidade de reacio
pode ser escrita como:
-1a= v Pao XKIRTW (1)
onde:
v ¢ a vazio volumétnica, L/h
R ¢ a constante dos gases, 0,082 atm L /mol K
T ¢ a temperatura, K

Po € a pressdo parcial do substrato A na entrada do reator, atm.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Caracterizago dos solidos usados como suportes

4.1.1 Determinacfio do ponto fmido

Este pardmetro permitiu determinar ¢ volume de soluclio enzimatica que poderia ser
adicionado aos suportes para a imobilizag8o da lipase de interesse. A capacidade de adsorcéc de
agua (Tabela 4) for maior quando se trabalhou com 100 % de silica no suporte. Em geral,
esperava-se uma menor adsor¢do de agua pelos suportes constituidos por MgO o que nos

sugeriu inferir que parte da 4gua adicionada foi usada na formagao de hidroxido de magnésio.

Tabela 4. Adsor¢do de agua pelos suportes para as diferentes razdes nominais MgO/SiO,.

Razio nominal MgO/Si0;

1:0

8:1

4:1

1:1

14

01

Ponto imido (ml g™)

1,6

1,1

1,8

0,8

1,1

2,4

4.1.2 Difracao de raio-X

Os suportes preparados foram caracterizados por difragio de raios-X com a finalidade de

avaliar qualitativamente sua composiciio estrutural. Além disso, esta analise foi realizada antes e

3%
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depois da calcinag@o dos suportes com o propésito de observar a mudanca do hidréxidq de
magnésio a Oxido de magnésio causada pela calcinagZo.

Nos difratogramas de raios-X  (Figuras 10 a 15}, antes e depois da calcinagio,
observaram-se diferentes graus de cristalinidade, As fases cristalinas identificadas
corresponderam a presenca de MgO nos suportes, enquanto as fases amorfas corresponderam a
presenca de Si0. De acordo com os angulos 26 e intensidades relativas reportados pelo “Joint
Comittee of Powder Difraction Standards (JCPDS)”, reportados na Tabela Al do Anexo,
constatou-se a presenga de Mg(OH); na estrutura do solido com razdo nominal Mg(O:810, de 1.0
antes da calcinacio, apresentando halos significativos por volia de 18,2° ¢ 37,0° (Figura 1%),
enquanto que o difratograma do solido com razdo nominal MgO:Si0; de 0:1 apresentou apenas
um halo significativo por volta de 20,9° sendo identificado como SiO; (Figura 10).

No caso dos difratogramas referentes aos solidos mistos com razio nominal Mg0:S8i0;
1:1; 1:4 e 4.1 observou-se diminuigdo gradativa referente aos picos relativos ao Mg(OH), ¢
aumento do halo referente a Si0,, antes da calcinagiio. Além disso, verificou-se a presenca de
dois halos, um por volta de 40° e o outro por volta de 60° (Figuras 12 a 15) atribuidos a presenga
de silicato de magnésio (MgSi0;). Quando trabalhou-se com razio MgO/Si02mais préxima‘ de
1, maior foi a intensidade dos halos referentes ao MgSiO; (Figura 13), o que indica que ha
necessidade simuitinea dos Oxidos de Mg e Si para formar este composto. Nos casos em que
usou-se razOes nominais MgQO:SiG; de 1:0; 1:1; 1:4; 4:1 e 8:1, observou-se a mudanga de
Mg(OH), a MgO (Figuras 11 a 15), depois da calcinagiio. Este fato era esperado devido a

calcinacdo ter sido realizada a 1073 K justamente para garantir esta transformagio.
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Figura 10. Difratograma de raios X para amostra de MgQ/8i0; com razio nominal 0:1 antes e

depois da calcinagdo.
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Figura 11. Difratograma de raios X para amostra de MgO/SiO; com razic nominal 1:0 antes e

depois da calcinacio.
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Figura 12. Difratograma de raios X para amostra de MgO/8i0, com razio nominal 1:1 antes e

depois da calcinagéo.
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Figura 13. Difratograma de raios X para amostra de Mg0/8i0; com razdo nominal 1:4 antes ¢

depois da calcinagdo.
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4.1.3 Adsorcido de nitrogénio

Foram medidas a area superficial pelo méiodo de BET, o volume de poros e o didmetro
médio dos poros dos solidos utilizados como suportes (Tabela 3). O didmetro médio de poros nos
suportes estd na faixa de 17 a 34 nm, tamanhos considerados como adequados para facilitar a
adsorcdo das lipases em esmdo. Tal afirmacio € baseada no fato de gque as enzimas apresentam
tamanho médio na faixa de 40 a 250 kDa, o que equivale a uma faixa de 4 a2 25 nm
(PETROPOULUS ¢f af., 1990;. Neste caso, as lipases selecionadas a partir dos ensaios de
atividade especifica apresentam tamanhos na faixa de 33 2 100 kDa (3 a 10 nm)

aproximadamente.

Tabela 5. Resultados da caracterizagio dos suportes por adsor¢o de nitrogénio.

RAZAO | COMPOSICAO AREA VOLUME DE | DIAMETRO
NOMINAL | DESILICA | SUPERFICIAL POROS DE POROS
Mg0/8i0; NOS (m’/g) (cm’/g) (nm)

SUPORTES
(%)
0:1 100,00 178 1,51 34
1:4 80,00 166 0,75 18
1:1 50,00 119 0,54 18
41 20,00 86 0,37 17
8:1 11,11 55 0,38 27
1:0 0,00 40 0,33 33
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A composigdce dos solidos preparados influenciou significativamente as areas superficiais
especificas (Figura 16). A area superficial aumentou na medida que diminuiu o teor de MgO.
Assim, por exemplo, com a variaglo da raziio nominal Mg(0:Si0» no suporte de 4:1 para 1:4
observou-se aumento de 193% na drea superficial. Este comportamento concorda plenamente
com os resultados obtidos na caracterizagiio dos suportes por difragdo de raios-X, posto que os
suportes com menor teor de MgO, os quais foram os menos cristalinos, apresentaram uma
elevada area superficial especifica.

ConclusSes similares podem ser formuladas em relagio 3 influéneia da composigio dos
suportes sobre o volume especifico de poros, o qual variou de 0,33 (suporte com razdo nominal

MgO:8i0; de 1:0) a 1,51 cm’/g (suporte com razio nominal MgO:SiO; de 0:1).
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Figura 16. Variagiio da area superficial {método de BET) com a composicio de silica nos
suportes preparados de acordo com o procedimento descrito no item 4.1.1 e apresentado de forma

geral na Figura 7.
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Noto-se também, que existe uma relativa diferenca entre o volume de poros determinado
peloc método do ponto Gimido e pelo método de adsorgio de nitrogénio. Esta diferenga pode ser
atribuida & formacgio de Mg(OH); quandc ¢ adicionada a 4gua no suporte para determinar 2
capacidade de adsor¢do dos s6hidos resultando em um consumo maior de agua, ou pode ser gue
na adsorgio de N; o volume de poros fosse menor porque neste caso a adsorgio acontece s& nos
microporos € mesoporos ao contrario do que acontece na adsorc@o de agua a qual adsorve
também nos macroporos resultando em um volume de poros maior quando medido por este

aliimo método.

4,1.4 Quimiosorgie de CO;

A partir das isotermas de adsor¢do de CO», determinou-se o carater basico dos suportes
em estudo. A estimativa da quantidade de gds quimiosorvido irreversivelmente foi realizada
extrapolando a primeira isoterma até a pressio zero. A Tabela Az (anexos) apresenta 0S
resultados de volume de CO: adsorvido, nimero de sitios ativos € a densidade de sitios para cada
um dos suportes para trés valores de temperatura. A medida que aumenta o teor de MgO nos
suportes aumenta também o numero de sitios basicos, devido ao carater ligeiramente basico do
MgO. No célculo do namero de sitios considercu-se que uma molécula de CO2 quimissorve-se

em um sitio ativo na superficie do suporte.

4.2 Caracterizacio dos biocatalisadores
Neste item serdo descritos os resultados referentes & andlise e caracterizagdo das lipases
usadas na preparagio dos catalisadores preparados nos suportes de éxidos mistos, bem como 0s

referentes ao catalisador comercial usado, a Lipozyme IM.
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4.2.1 Caracterizacao das enzimas livres
4.2.1.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das lipases

Uma analise dos resultados da eletroforese (Figura 17} permutiu verificar do ponto de
vista qualitativo a presenga de diversos contaminantes em todas as amostras de lipases
comerciais disponiveis. As faixas 6 ¢ 7 aparentemente correspondem as preparagdes enzimaticas
menos impuras (lipases com massas moleculares de 33 e 33,5 kDa, respectivamente). Um
comportamento muito interessante foi observado na faixa 8, na qual, além de se tratar de uma
amostra das mais impuras, foi detectada concentragio elevada de proteina entre 30 € 43 kDa. No
entanto, de acordo com informagbes fornecidas pelc fabricante, a lipase nesta preparacio tem

massa molecular de aproximadamente 50 kDa.

k[Da

540
67.5

430

30

201

Figura 17. Eletroforese para lipases de diversas fontes. Faixa 1: marcadores de massa molecular
(94 kDa, fosforilase; 67 kDa, albumina; 43 kDa, ovalbumina; 30 kDa, anidrase carbonica; 20,1
kDa, inibidor tripsina; 14,4 kDa, o-lacto albumina); faixa 2: Lipase OF; faixa 3. Lipase L; faixa
4: Lipase FAP-15; faixa 5: Lipase 2212-F; faixa 6: Lipase PS; faixa 7: Lipase AK e faixa 8:
Lipolase 100L EX.

7



Capitulo TV — Resultados e Discusséo

4.2.1.2 Determinacio da atividade enzimatica especifica

Para estimar a atividade enzimética fol necessaric determinar as concentracbes de
proteina nas amostras de lipases a partir de uma curva padronizada usando como referéncia
proteina BSA de acordo com ¢ método de “BRADFORDY”

Para a deterriinacdo da atividade enzimatica usando ¢ método da hidrolise do
p-nitrofenolpalmitatc (pNPP) foi necessario construir uma curva padr@o (Figura 18) que

relacionasse a concentragdo de p-nitrofenol e a absorbancia a 410 nm de comprimento de onda.
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Figura 18 Curva padrio de p-nitrofenol usada para determinar a atividade enzimética das lipases
em estudo a partir da hidrélise de p-nitrofenolpalmitato. Uma unidade de atividade € defimda

como a quantidade de p-nitrofenol formado em um minuto volume de solucio enzimatica.
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Uma vez determinada a concentragdo de proteinas e a atividade enzimatica segundo o

método da hidrolise do pNPP, para as sete lipases em estudo, calculou-se a atividade enzimatica

especifica para cada uma delas (Tabela 6).

As enzimas LIPASE PS, AK, OF e LIPOLASE 100L EX, respectivamente, apresentaram

os malores valores de atividade especifica. As Lipases PS e AK apresentaram atividades

especificas quase 20 a 60 vezes maiores quando comparadas com a Lipase OF e a Lipolase 100 L

EX, respectivamente. Este fato vai ao encontro dos resuitados da eletroforese, ja que as lipases

AKX e PS foram as que apresentaram menor teor de impurezas. Como a lipase AK apresentou

algumas dificuldades de solubilizacic durante a preparagio das solugbes enzimaticas, optou-se

por escolher a ipase PS como a enzima a ser usada na preparagio dos biocatalisadores.

Tabela 6. Atividade enzimatica de lipases medida a partir da hidrolise de p-nitrofenol palmitato.

ENZIMA CONCONCENTRACAO DE | ATIVIDADE ESPECIFICA
PROTEINA (ng mi™) (nmel min™* peh
Lipase OF 91,76 1,454
Lipase L 33,73 0,111
Lipase FAP-13 100,12 0,022
Lipase 2212-F 70,53 0,033
Lipase PS 90,38 30,071
Lipase AK 60,08 34,125
Lipolase 100 L EX 39,27 x 16° 0,504
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4.2.2 Caracterizacao do biocatalisador comercial: Lipozyme IM
Apesar da Lipozyme IM ser um biocatalisador comercial alguns parmetros foram
determinados com 2 finalidade de conhecer melhor este biocatalisador, cujos resultados serdo

discutidos a seguir.

4.2.2.1 Adsorcio de nitrogénio

Foi medida a area superficial pelo método BET, o volume de poros ¢ o didmetro médio
dos poros da Lipozyme IM, cujos resultados foram 86m’/g, 0,57cm’/g e 26nm, respectivamente,
os que, mostram gue a Lipozvme IM apresenta grande area superficial. O valor do difimetro
médio de poros, também grande (26nm), corrobora a natureza porosa do biocatalisador, de acordo

com a informagao fornecida pelo fabricante.

4.2.2.2 Anilise de estabilidade térmica

A estabilidade térmica é um importante pardmetro na caracterizacdo de um biocatalisador.
A andlise termogravimétrica € uma técnica adequada para avaliar o efeito da temperatura sobre
uma enzima (TURNER e VULFSON, 2000; CASTRO ez al, 2000). Esta analise (Figura 19)
permitiu estudar as mudangas de massa de uma amostra de Lipozyme IM como funcio da
temperatura, bem como a faixa de temperatura que conseqlientemente pode provocar mudanga
conformacional na enzima, o que pode estar relacionado a desnaturaco desta.

Os resultados indicaram basicamente a presenga de trés picos de perda de massa. Numa
primeira etapa, na faixa de temperatura de 303 a 423 K, ocorre uma pequena perda de massa
(2,519 %) devido provavelmente a desidratagdc da agua intersticial contida no biocatalisador.

Entre 423 e 623 K ocorre perda de massa continua (35,04%), provavelmente devido a completa
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decomposicdo da estrutura organica da lipase e apartir de 623 K observa-se perda de massa
continua também significativa devido provavelmente a mudangas nas propriedades quimicas da
matriz orgémica. Segundo NIGEL e VULFSON {2000} a lipase Mucor miehei apresenta
desnaturacdo na regido de 388 K, aproximadamente. Contudo o fato desta enzima estar

imobilizada numa matriz orginica pode proporcionar-the um  incremento na sua

termoestabilidade, quando comparada com a enzima livre.

4.3 Reacdes enzimaticas em fase gasosa
4.3.1 Reacdes de esterificacdo
As reagles de esterificaglio de acetato de etila em fase gasosa foram estudadas com a

lipase PS em forma livre e imobilizada em diversos Oxidos puros e mistos de Si e Mg

(biocatalisadores com tamanho de poro controiado).
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Figura 19. Analise térmica de lipozyme IM (TGA) realizado em atmosfera de nitrogénio puro,

em uma faixa de temperatura de 303 a 773 K, usando taxa de aguecimento de 283 K min™.
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4.3.1.1 Reacdes de esterificacio com lipase PS livre

Inicialmente foram realizados experimentos com Lipase PS livre, isto € nfo imobilizada,
catalisando a reacio de esterificac@io de acetato de etila. Em primeiro lugar, estes experimentos
permitiram verificar, de acordo com os resultados obtidos (Figura 19), a ocorréncia da reagio de
esterificacio em fase gasosa. Contudo, no inicio da reagic observou-se um incremento da
conversdo de 0,6 a 3,6 % na primeira hora € meia de reacgdo, mas a posteriormente a conversao

comegou a cair gradativamente até aproximadamente 0,1% de conversio as trés horas de reagio.
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Figura 20. Conversdo de etanol da reagdo de sintese de acetato de etila em fase gasosa usando
500 mg Lipase PS livre a 313 K. Vazdo total dos gases foi de 40 ml/min e as pressdes parciais de
etanol e acido acético foram de 48,6 e 10 mmHg, respectivamente.

Este comportamento, observado repetidamente, possivelmente poderia estar associado a

perda de atividade devida a um efeito de inibic8ic por acido acético, o qual era usado como

substrato com uma concentracio equivalente a uma pressio parcial de 10 mmHg. Neste contexto,
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foi de interesse realizar experimentos com enzimas imobilizadas, provavelmente mais estaveis,

para desta forma se ter um melhor desempenho durante a reagio.

4.3.1.2 Reacdes de esterificacdo com Lipase PS imobilizada

Em uma primeira etapa decidiu-se trabathar com o biocatalisador constituido por lipase
PS imobilizada no suporte pusto Mg(/Si0O; na proporgdo 4/1, mas nfo foi possivel monitorar
adequadamente a reacdo basicamente porque as quantidades de acido acético na corrente de saida
ndo foram as esperadas, de modo que nido foi possivel fechar o balanco de carbono. Suspeitou-se
entdo que provavelmente o 4cide acético poderia estar reagindo com o suporte ¢ formande
acetato de Mg, conseglientemente estar-se-ia modificando a estrutura do catalisador.

Devido aos problemas anteriores, decidiu-se trabalhar com o suporte de silica pura (8i02)
e para tanto foram preparados dois biocatalisadores, com quantidades diferentes de lipase PS a
partir de uma suspensdo enzimatica de 30 mg/ml em tamp&o fosfato 50 mM (pH 8) e de acordo
com o ponto Gmido para o Si0: (2,4 mL), em uma etapa e em cinco etapas de imobilizagic, tendo
o primeiro 72 mg de lipase PS/grama de SiO; e o segundo 360 mg de lipase PS/grama de Si0-,
respectivamente.

Os testes de reagdo realizados com ambos catalisadores (Figura 21) permitiram constatar
que o catalisador preparado com impregnagdes sucessivas {5 etapas) teve melhor desempenho
quando comparado com aquele preparado com uma Unica etapa de impregnaglio, sendo este
desempenho proporcional a2 quantidade de enzima no suporte, ou seja, 5 vezes mais lipase
proporcionou praticamente uma converséio 5 vezes maior. Contudo, no inicio da reagio ocorreu
uma rapida desativacdo do catalisador, atingindo-se o estado estacionario a partir de 0,5 h de

reacio para conversdo de 4% aproximadamente e se manteve constante por um pouco mais de
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duas horas de reac@io. Dois fatores podem estar associados a esta perda de atividade: primeiro a
perda parcial de agua pela enzima devido a exposicio do biocatalisador a temperatura de reacio €
segundo ao efeito de inibigio pelo acido acético.

Resultados similares foram obtidos por HWANG ¢ PARK (1997) ¢ BARTON ef ol
(1997), os quais, apesar de nfo terem usado reator diferencial na suas pesquisas, encontraram

.....

livre e imobilizada em 14 de vidro durante a reaco de esterificacido de acetato de etila em fase

gasosa.
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Figura 21. Efeito do teor de enzima PS na imobilizagdo em Si0O, durante a reacdo de
Esterificacdo de Acetato de Etila a2 323 K --m--Uma etapa de impregnagio; --e-- Cinco etapas de
impregnagdo A vazdo total dos gases foi de 40 ml/min, enquanto que as pressdes parciais de
etanol e acido acético e a massa de biocatalisador foram de 22,85 mmHg , 10 mmHg, ¢ 300 mg,

respectivamente.
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Em sistemas Bi-Bi, por exemplo em reagdes de esterificacdo, a inibicdo pelo substrato
acido pode ser explicada pela hipdtese de que o 4cide reage com © complexo acila-enzima ¢
forma um complexo inativo que ndo permite a transferéncia desse intermediario acila para ©
dlcool (SEGEL, 1975a}). Contudo diversos artigos reportam a inibig8o por alcool durante reagdes
de esterificag8o em solventes orgénicos. Por exemplo, foi observado que a presenca de excesso
de etanol afetou drasticamente o rendimento de butirato de etila e outros ésteres etilicos, enquanto
gue o 4cido butirico ndo inibiu a mesma reagio (KRISHNA ¢ KARANTH, 2001).

Tanto o 4cido acético como o etanol sfo composios muito polares, mas os efeitos dos
substratos sobre o desempenho do catalisador devem ser analisados a partir do coeficiente de
particio de cada substrato e da afinidade do suporte pela 4gua (CASTRO ez o/, 2000). Nio s6
devemos considerar a polaridade dos substratos senfo também a do suporte.

Qutra abordagem para tentar explicar os problemas encontrados com ¢ biocatalisador de
Si0; puro foi realizada a partir da verificacdo da existéncia de fase condensada no mterior dos
poros do catalisador. Para tal propdsito, foi realizada uma estimativa da pressdo de condensacao
critica a partir da equacio {11) conhectda como equacio de Kelvin e cujos resultados (Tabela 7)
permitiram verificar a existéncia de uma fase condensada no interior dos poros j& que em todos 08
casos a pressdo de condensac8io critica fol menor que a pressdo de saturag@o, mas o que ndo fica

claro ¢ se isto € uma condicfio preestabelecida para a ocorréncia da reagéo.

P 201/0953 1o
- RTr (12)

em que P’ é a pressio de condensacfio critica, mmHg

Py € a press@o de saturacio, mmHg

Lh
h
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G ¢ a tensfo superficial, J/m?
v é o volume molar, m”’/Kmol
8 dngulo de contato entre ¢ solido e a fase condensada

Tm € 0 radio de curvatura do menisco do liguido, m

Tabela 7. Valores da relagiio P'/P; em funcdio da temperatura para SiQ; puro.

PP,
Sustancia Diametro de poro 20 °C 40 °C 45 °C
(nm)
34! 0,968 0,973 0,974
Etanol ;
43 - 0,980 0,981
’ 34! 0,960 0,968 0,969
Acido acético .
48 0,973 0,978 0,978
341 0,940 . -
Acetato de etila
48* 0,960 - -
, 34! 0,960 0,970 0,570
Agua Y
48° 0,977 0,979 0,980

! Diametro médio de poros correspondente a distribuigdo de poros global no suporte.
% Diametro médio de poros correspondente & distribuigio de poros mais representativa no suporte.

Independentemente dos problemas de desativagio apresentados pelo catalisador com 360
mg de lipase PS/grama de SiO;, pode-se considerar que esse era um catalisador promissor para
realizar os estudos de biocatalise, posto que se observaram indicios claros de ocorréncia de
reacdo na fase gasosa e também porque os valores de conversio observados ao se atingir o estado
estacionanio corresponderam aos esperados para um reator diferencial, isto é, valores abaixo de

10%. Contudo, dois aspectos acabaram interferindo significativamente o desenvolvimento da
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pesquisa: a) as quantidades de Lipase PS disponiveis, até entfio, eram insuficientes para
desenvolver o trabalho e b) as altas concentracfes de 4cide acético, usadas na reaglio de
esterificagdio, foram um sério problema, pois dificuliou o desempenho dos catalisadores ¢ ©
monitoramento da reagio, além de ser um problema para a coluna cromatografica, porque acidos
reagem com as matrizes das colunas empacotadas.

Estes fatores nos levaram a mudar a reagdo modelo de esterificagio para uma reagio de
hidrélise de acetato de etila. Também foi necessério selecionar um novo catalisador e foi
escothida 2 Lipozyme IM, um biocatalisador da Novo Nordisk, a qual possuiamos em
quantidades suficientes para o desenvolvimento do trabatho. Desta forma, os resultados
apresentados no seguirnento deste trabalho referem-se a reagfio de hidrdlise de acetato de etila

catalisada pela enzima Lipozyme IM.

4.3.2 Reacoes de hidrélise

Diversos testes de reagio foram realizados com a finalidade de validar o sistema
experimental e avaliar as possivels limtacdes difusionais, o efeito da concentragdo dos
substratos, tratamento (hidratagio) do biocatalisador e a temperatura de reagio sobre o
desempenho do biocatalisador Lipozyme IM, durante a reac@io de hidrolise de acetato de etila em

fase gasosa.

4.3.2.1 Verificacdo da reprodutibilidade de dados experimentais durante as reacdes de

hidrolise de acetato de etila em fase gasosa

Com o proposito de verificar a reprodutibilidade dos experimentos de hidrélise de acetato

de etila e validar o sistema experimental, foram realizados varios testes de reacdo em triplicata
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(Figura 22). Como pode-se observar ha sempre uma queda exponencial da conversdo no inicio
da reac3o, isto ¢ quando tempo de reaglo tende a zero, até que ao cabo de ! hora
aproximadamente o sistema reacional atinge o estado estacionario. Antes dos reagentes serem
mntroduzidos no reator o biocatalisador foi exposto a uma corrente de H,O em He na temperatura
ambiente por 30 min e posteriormente isolado do fluxo dos gases para que o equilibrio fosse
estabelecido nos gases reagentes. Uma hora antes da reacdio, a temperatura do reator foi
aumentada para 318K fazendo com que a pressdo total e a pressio de vapor de agua dentro do

reator aumeniasse.
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Figura 22. Hidrélise de acetato de etila (experimento realizado em triplicata). Condigdes de
reacio: massa de catalisador de 150,0 mg; vazio total dos gases de 50 mL/min, temperatura de
reacdo 318 K; concentraches (pressdes parciais) de acetato de etila e dgua de 15,24 e 4,57 mmHg,

respectivamente.
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Assim, ao iniciar a passagem dos reagentes sobre 0 leito catalitico as presses de vapor de
agua nNa corrente gasosa € no reator ndo eramn iguals, uma vez que a 318K a pressfio parcial de
dgua era 71,88 mmHg e o biocatalisador foi tratado com pressdes parciais de agua de 4,58; 9,21 ¢
17,54 mmHg. Esse aumento pressio parcial de dgua ao iniciar a passagem da corrente gasosa fol
observada na auséncia de acetato de etila. Portanto, esse comportamento, observado em todos os
experimentos de hidrolise de acetato de etila, provavelmente ¢ devido & competi¢io pela dgua
entre a enzima e o suporte, conhecido por suas propriedades hidrofilicas.

Devido a estes problemas foi de interesse verificar a existéncia de uma fase condensada
no interior dos poros da resina de troca anidnica e para tal proposito, foi realizada uma estimativa
da pressfo de condensacfo critica a partir da equag8o (11). Os resultados (Tabela 8) confirmaram
a existéncia de fase condensada no interior dos poros ja que a pressdo de condensagdo critica foi
menor que a presséo de saturag@o. Contudo, ainda ndio esta claro como este aspecto pode
interferir ou favorecer o desempenho da reacdo de hidrolise de acetato de etila em fase gasosa e
portanto, constitui um aspecto a ser aprofundado em trabalhos futuros. BARZANA ef al. (1989)
guando estudaram a oxidagio enzimética de etanol a acetaldeido em fase gasosa demonstraram
que a existéncia de uma fase condensada de etanol na superficie do suporte ndo era um
pré-requisito para a ocorréncia de reagdo uma vez que esta era resultado da interacio direta do
etanol gasoso com a enzima. Contudo, todo o etanol foi oxidado a acetaldeido indicando que as
moléculas adsorvidas de alguma forma tiveram acesso a enzima.

Retomando a analise dos resultados apresentados na Figura 22 observou-se que antes do
sistema atingir o estado estacionario (1,25 h de reagiio aproximadamente) houve uma variagio

nos dados inferior a 30%. Uma vez atingido o estado estacionario, no entanto, as curvas
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praticamente se superpdem com diferenca maxima de 5%, indicando uma boa reprodutibilidade.
Para confirmacio, determinou-se o desvio padrio dos valores de conversdo para tempos iguais de
reacfo. Assim, por exemplo, no inicto da reagio (para 0,333 h) o valor meédio da conversdo foi
17,7% com desvio padrio de 1,5; mas a medida gue foi atingido o estado estacionario (a partir de
1,25 h de reagdo, aproximadamente) o desvio padrio foi de 9% 107 para valor médio de conversio
de 4,4%. Desta forma, podemos considerar que os dados experimentais apresentam boa

reprodutibilidade, principalmente, quando fol atingido o estado estacionario, apresentando um

erro de aproximadamente 2% com relacio ao valor médio da conversio.

Tabela 8. Valores da relagio P"/P, em funcdo da temperatura para Lipozyme IM.

P/P,
Sustdncia Diéimetro de poro’ [~ 5 " 2090 45 °C
(nm)
Agua 26 0,959 0,960 0,960
Acetato de etila 26 0,920 - -
Acido acético 26 0,954 0,960 0,961
Etanol 26 0,959 0,965 0,966

' Diametro médio de poros correspondente & distribuicio de poros global no suporte.

4.3.2.2 Estudo das limitacbes difusionais externas
Devido ao uso de um reator de leito fixo, foi necessario verificar se nfo existiam
limitagBes difusionats no sistema. Neste experimento, os pardmetros do processo, tals como,

vazdo volumétrica, concentracdes de substrato (pressdes parciais) e temperatura de reagdo foram
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mantidos constantes ¢ iguais a2 52,5 ml/min, 14,24 mm Hg para o acetato de etila e 4,57 mm Hg
para a dgua e 318 K, respectivamente.

O experimento consistiu em diminuir 2 massa do catalisador & metade aproximadamente
(de 153,3 mg para 77,5 mg) e venficar o comportamento da conversdo da reaco para a reagdo de
hidrolise de acetate de etila.

Os resultados deste estudo sdo apresentados na Figura 23. Pode-se verificar que quando
diminui-se a massa de biocatalisador até a metade a conversfo inicial cai de 26,4 % para 13,3 %
{atinge-se a metade da conversio tambémy), verificando-se desta forma a2 auséncia de limitages
difusionais no sistema. Contudo, a partir de 30 minutos de reag@o a conversio para a reagio
catalisada por 77,3 mg de Lipozyme IM fica num valor aproximadamente constante (entre 6 — 7
%), chegando a ter desempenho praticamente igual 8o observado para a reagdo com 153,3 mg de
enzima ao cabo de | hora,

Neste contexto, alguns comentdrios sio passiveis de serem feitos para tentar explicar este
comportamento. Assim, denominemos W1 ¢ W2 como as massas de Lipozyme IM usadas em
cada experimento com 1533 e 77.3 mg, fespectivamente. A vazio massica total F se manteve
constante e portanto, a velocidade espacial modificada F/W1 < F/W2. No entanto, como a
pressdo parcial de 4gua no sistema foi constante (4,57 mmHg) agora tinhamos maior
disponibilidade de 4gua no sistema por unidade de massa de catalisador W2. Este fato pode
explicar a ocorréncia de conversdes similares para ambos experimentos ao cabo de 1 hora de

reacao.
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Figura 23. Efeito da massa de catalisador na conversio catalitica de acetato de stila. --m--133,3
mg de Lipozyme IM; --e-- 77,5 mg de Lipozyme IM. Vazdo volumétrica, concentragdes de
substrato (pressfes parciais), e temperatura de reagfo iguais a 52,5 mL/min, 14,24 mm Hg para o

acetato de etila e 4,57 mm Hg para a agua e 318 K, respectivamente.

4.3.2.3 Estudo da possibilidade de reutilizacio do catalisador Lipozyme IM

Com o propésito de verificar a possibilidade de reciclo do catalisador foram realizadps
varios testes de rea¢do sem retirar o catalisador do reator (Figura 24). Os parametros de operagdo
do sistema, isto €, vaziio volumétrica, as concentracles de substrato (pressdes parciais) € a
temperatura de rea¢8o foram mantidos constantes ¢ iguais a 54 mL/min, 14,24 mm Hg para 0
acetato de etila e 17,54 mm Hg para a agua ¢ 318 K, respectivamente.

Duas etapas de reciclo foram realizadas com tempos de hidratacio diferentes ao inicio de

cada reagdo, mas mantendo-se o teor de 4gua na corrente gasosa constante (igual a 17,54 mmHg).
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O experimento consistiu em verificar, a partir de um teste de referéncia, se o catalisador
ndo retirade do reator, ao ser reutitizado e hidratado, atingimia os niveis de conversioc
apresentados na reagdo de referéncia. O biocatalisador pré-hidratado por 30 min, seguido de uso
na reacdo de hidrolise fol mantido no reator apds a conclusio da reac8o e novamente reidratado
por 30 min, seguido de use para completar a primeira stapa de reutilizacio deste. Posteriormente,
este biocatalisador foi mantido no reator e novamente reidratado, mas agora por 15 h e seguido de

uso para completar a segunda etapa de reutilizac&o.

Conversio, %
]
Lo
1 1
/ /.

15 -
10 A=
5 T T T T T |
0,0 0,5 1.0 L5 2,0

Figura 24. Efeito do reciclo do catalisador (Lipozyme IM) na reacio de hidrolise de acetato de

etila. --m-- reacio modelo com enzima tratada por 30 min em fluxo continuo com agua;
--®-- reacdo com catalisador mantido no reator apds a primeira reago e reidratado por 30 min;
-- A --reacdo com catalisador mantido no reator apés a primeira etapa de reutilizagdo e reidratado

por 15 h. Vazdo total, temperatura e composicdc de substratos de 54 mlL/min, 318 K ¢ 14,24
mmHg para o éster e 17,54 mmHg para a agua, respectivamente.
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Pode-se venficar que, uma vez atingido o estado estacionario, houve diminui¢iio da
conversdo de 11% para 8% aproximadamente para o biocatalisador reutilizado e reidratado por
30 minutos. Ou seja, nas condigles usadas para regeneragdo o biocatalisador conserva 70% de
sua atividade inicial.

Esta desativagdo (aproximadamente de 30%) pode ser devida & perda de 4gua
(desidratagdo) no catalisador, que acontece durante a reagdio e que nfio € reposta durante o
tratamento de hidratag8o na primeira etapa de reutilizacfo, uma vez que catalisadores enzimaticos
perdem atividade durante processos de desidratagio (HWANG, 1992). Os resultados {curva
representada em verde pela Figura 24) mostraram que depois da primeira etapa de reutilizagdio o
biocatalisador, quando foi reidratado por 15 horas, manteve sua atividade inicial, uma vez
atingido o estado estacionario.

Estes resultados permitiram confirmar que a agua € uma variavel importante nestes
processos e que ¢ possivel reutilizar o biocatalisador, conforme reportado na Iiteratura
(LAMARE & LEGOY, 1995; RUSSELL e YANG, 1996), como uma das vantagens dos
processos cataliticos em fase gasosa. Por outro lado a hidratacic do biocatalisador fresco, para
tempos de tratamento: 0,5; 1 € Z h com pressdo parcial de agua de 17,539 mmbg na temperatura
ambiente (Figura 25), n3o mostrou nenhum efeito significativo sobre o desempenho da reacio,

devido provavelmente & saturacdo da dgua no biocatalisador.
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Figura 25. Eferto do tempo de hidratagio da enzima, com fluxo continuo de agua sobre a reagio
de hidrolise de acetato de etila. Tempo de pré-hidratagio do biocatalisador --w-- 0,5 h; --e—-1he
--A-- 2 h. Vazdo total, temperatura e composigio de substratos de 54 mL/min, 318 K e 14,24
mmHg para o éster e 17,54 mmHg para a dgua, respectivamente.

4.3.2.4 Efeito da concentraciio dos substratos sobre a taxa de reacio

Para estudar os efeitos dos substratos sobre a reacdo, diversos testes foram realizados,
primeiramente fixando a concentragio da agua e variando a concentragdo de éster €
posteriormente fixando a concentragdo de €ster e variando a concentragdo da agua. No caso da
agua foram utilizados trés valores de concentragdo (pressSes parciais) de 4,58; 9,21 e 17,54
mmHg, enquanto que para o éster foram utilizados quatro valores de concentragido (pressdes

parciais) de 14,24; 25,0; 42,4 e 73,1 mmHg (Figuras 26 a 28).
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Figura 26. Estudo cinético para diferentes concentragbes de éster —-m-- 14,24 mmbtg; --#-- 250

mmHg; -- &-- 42,4 mmHg e --V-- 73,1 mmHg, mantendo-se constante a concentracdo de agua

(4,58 mmHg) na hidrolise de acetato de etila. Vazo total de 54 mL/min e temperatura a 318 K.
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Figura 27. Estudo cinético para diferentes concentragdes de éster --m-- 14,24 mmHg; --e-- 250

mmHg; —A-- 42,4 mmHg e --V-- 73,1 mmHg, mantendo-se constante a concentragdo de dgua

(9,21 mmHg) na hidrolise de acetato de etila. Vaz8o total de 54 mL/min e temperatura a 318 K.
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Figura 28. Estudo cinético para diferentes concentragGes de éster --m-- 14,24 mmHg, ~-e-- 25,0
mmHg; --A-- 42,4 mmHg e —-V-- 73,1 mmHg, mantendo-se constante a concentragdo de agua
(17,54 mmHg) na hidrolise de acetato de etila. Vazdo total de 54 mL/min e temperatura a 318 K.

Os resultados mostram que para uma pressdo parcial de agua fixa a conversfio diminui
com o aumento da pressdo parcial de éster, sendo que a maior redugdo ocorre quando a pressio
parcial de éster passa de 14,24 para 25,00 mmHg. Ao contréario, para uma pressdo parcial de éster
fixa ha ligeiro aumento na conversdo com o aumento na pressdo parcial de agua.

Na Figura 29, a conversio da reago € expressa em funco da razie concentragio de éster
na fase gasosa/massa de Lipozyme IM usada no reator. Ainda que neste caso a massa de enzima
usada fosse constante, com o aumento da razio éster/enzima ocorria diminuigdo da conversdo
como explicado anteriormente, mas a concentracio de etanol na fase gasosa aumenta.

Dois procedimentos foram utilizados para estimar as taxas de reagdo: a) a pariir dos

valores experimentais de conversio, b) a partir do ajuste de modelos do tipo exponencial
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decrescente para a conversio em funcio do tempo de reacdo (X=£(1)). Para o primeiro caso, 08
resultados s8o apresentados nas Tabelas A3 a AS (anexos). Para o segundo caso, os resultados
dos ajustes sio apresentados nas Figuras 30 a 32, enquanto a Tabela 9 apresenta de forma
resumida os modelos ajustados, as conversdes estimadas para dois tempos de reagdo (1 he 1,5 h)

correspondentes ao estado estacionario, bem como as suas respectivas taxas de reacdo.
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Acetato de etila/Lipozyme IM, mmHg mg~

Figura 29. Conversdo de acetato de etila --— ¢ formac@o de etanol --®-- em fungdo da razdo

acetato de etila gasoso (mmHg)/massa de lipozyme IM (mg)} & temperatura de 318 K ao cabo de

1,5 h de reacdo. Vazdo total de 54 ml/min e concentracdo de dgua 17,54 mmHg.
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Figura 30. Ajuste da conversdo em fungdo do tempo de reagdo (x=f(1)) segundo o modelo

exponencial decrescente da forma x=B+Aexp ™

, em que X e t 580 a conversio e o tempo de reacdo

respectivamente ¢ A, B e C sfo constantes, para pressio parcial fixa de 4,54 mmHg de agua e

variando a concentragdo do éster: a} 14,24 mmHg; b) 25,00 mmHg, ¢) 42,40 mmHg e d) 73,10

mmHg.
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Figura 31. Ajuste da conversdo em funciio do tempo de reacfio (x=f(t)) segundo o modelo

exponencial decrescente da forma x=B+Aexp

, em que x ¢ t s8o a conversdo e o tempo de reacio

respectivamente e A, B ¢ C sdo constantes, para pressdo parcial fixa de 9,21 mmHg de 4gua ¢

vaniando a concentragio do éster: a) 14,24 mmHg; b) 25,00 mmHg, c) 42,40 mmHg e d) 73,10
mmHg.
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Figura 32. Ajuste da conversio em funcido do tempo de reacfio (x=f(1)) segundo o modelo

exponencial decrescente da forma x=B+Aexp

~{t)C

, em que X et s30 a conversdao e o tempo de reacdo

respectivamente ¢ A, B e C sdo constantes, para pressfio parcial fixa de 17,539 mmHg de agua e

variando a concentraciio do éster: a) 14,24 mmHg; b) 25,0 mmHg , ¢) 42,40 mmHg ¢ d) 73,10
mmHg.
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Tabela 9. Taxas de reacfo da hidrolise de acetato de etila determinada para as diferentes

concentragbes dos substratos. A vazdo total e a temperatura foram de 54 mi/min ¢ 318 K|

respectivamente.
Taxa de Reacio
Pressio Pressio Equacio da conversio Conversio do x10*
Pal:Cial de Pa!:(:ial de para . Ester,.(%) . (mﬁi h-i mg-i}
Agua Ester 0,0833< 104020 22,0833h
{(mmHg) (mmHg) ih 1,5h i1h 1.5h
14,24 7.24+19, 761070 77 7.2 1,27 1,20
25.00 4.5+15 560 4.6 4.5 1,35 | 131
4,58 .
42.4 4,2+10,1e™%7 4.9 4.4 2,43 2,18
73,10 0,99+7,7¢°9 5.0 3,9 42 3,31
14,24 8,7+28 6¢% 9.1 8,7 1,51 | 145
25,00 5,8+20,9¢529 6,1 57 7 1,79 1 1,70
921 o
42.40 3,7+12,7e% 4.7 3,9 2,31 1,95
73,10 3,846,704 47 4.1 396 4| 3,50
14,24 10,4-+41,2¢5% 11,6 10,6 1,92 1,76
25,00 6.3+29,3¢0% 6.9 6,4 2,03 1,87
17,54 .
42 40 4,3+23 3¢l V03N 53 4,5 2.61 2,22
73,10 5.4+11,9¢79 5.4 5.4 4,63 4,62
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Em nenhuma das equacdes utilizadas (Tabela 9) para ajustar os pontos experimentais a
conversdo € maior do que 100% (B+A, quando t=0) pois esta varia aproximadamente de 9 até
32%. De acordo com as equacbes ajustadas a conversio € méxima quando t=0 ¢ que garante a
validade do modelo.

Uma vez estimadas as taxas de reacio, em uma primeira tentativa de explicar os efeitos
dos substratos, determinou-se a ordem de reag8o global (n) ¢ as ordens de reaglo referentes a
cada substrato, segundo a expressio:

1=k Pi,% i (13)

onde:

k € a constante da taxa, mol b mg ' mmHg™

Pi, e Pi. sdo as pressdes parciats de agua e €ster, respectivamente, em mm Hg

o e P sio as ordens de reacdo em relagfio ao agua, ao €ster e a atividade de agua,
respectivamente.

A equacdo (13) foi resolvida numericamente, a partir dos dados da Tabela 9, utilizando a
técnica de ajuste ndo linear para a estimativa dos parimetros através do programa computacional
POLYMATH versdo 4.0. O critério estabelecido para a avaliagio da qualidade do ajuste, foi a
soma dos quadrados dos residuos (SQR) entre o valor experimental e calculado pela equagio
ajustada. Os valores dos pardmetros obtidos foram:

k = 0,02mol h'mg 'mmHg™
a=02
B =074

SQR =1,3x10°
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O valor da soma dos quadrados dos residuos da ordem de 107 indica que o erro é de 107,
sugerindo-nos desta forma que o modelo utilizadc se ajusta bem aos valores experimentais. Em
relac@o ao efeito dos substratos, alguns comentarios podem ser feitos em virtude dos valores dos
coeficientes o e . A reaglo ¢ de ordem 0,74 com respeito ao éster {acetato de etila) e de 0,2 com
relagdo 4 dgua. Na Figura 33, pode-se observar que a medida que aumenta a concentracio da
agua no sistema, para valores fixos de concentracfio de éster, aumenta também a taxa de reacio,

mas este efeito € muito maior para o aumentos na concentragio de éster.
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Figura 33. Efeito da concentragio da agua sobre a taxa de reaco para o tempo de 1,5 h durante a
hidrolise de acetato de etila para concentragles de éster (pressio parcial) --w— 14,24 mmHg;
-8 2500 mmHg, --A- 42,40 mmHg e --V-- 73,10 mmHg. Vazio total de 54 mL/min &
temperatura de 318 K.

Este comportamento comprova a dependéncia da enzima pela dgua, que além de ser

substrato, ¢ responsavel também pela manutengdo da conformagiio catalitica da enzima
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LAMARE e LEGOY, 1995). Entdo, como a agua & um dos reagentes e ao mesmo tempo €
responsavel pela atividade catalitica da enzima a sua contribuicio podena ser dividida em duas
partes: uma como reagente; Pi,, € outra responsavel pela manutencio da atividade da enzima
(atividade de agua, A, mas ainda ndo foi possivel encontrar uma equacdo que expligue
fisicamente esta dependéncia. A ordem global da reaglio {n = o + B) foi determinada como 0,94
{a reacfio € aproximadamente de primeira ordem), ou seja, a reagio depende da concentragio dos
substratos.

Quando a concentracdo de substrato ¢ pequena, a taxa de reacdes enzimaticas em fase
aquosa de sistemas que seguem a lel de Michaelis-Menten ¢ proporcional a concentragdo de
substrato. Ainda nfo € possivel dizer se essa reaclio segue um modelo do tipo de Michaelis-
Menten. Este resultado serd explorado mais detalhadamente no item 4.3.2.6. Na Figura 34 sfo
apresentados de forma global os efeitos da concentracio dos substratos sobre a taxa de reacdo em
um grafico tridimensional, no qual pode-se observar que efetivamente, um aumento na
concentragio dos substratos produz um aumento na faxa de reagho. Este incremento na taxa €
mais moderado em relagdo a concentragio de agua, mas ela praticamente duplica com 0 aumento

da concentragdo de ester.

wd
Ly



Capitule V ~ Resuitados e Discussiic

1,695
2025
2,356
2,686
3017
3.347
3,678
4 008
4,35
4,669
above

Figura 34. Efeito da concentragio dos substratos sobre a taxa de reac2o na hidrolise de acetato de

etila em fase gasosa a 318 K, usando Lipozyme IM.

4.3.2.5 Efeito da temperatura sobre a taxa de reacfio

Com o propésito de se ter informag3o sobre a estabilidade do biocatalisador foram
realizados varios expernimentos de hdrdlise de acetato de etila com wvalores diferentes de
temperatura: 308, 318, 328 e 338 K (Figura 35). Esses resultados foram Gteis na estimativa dos
pardmetros termodindmicos da reagfio, particularmente a energia de ativagiio. Em todos os
experimentos manteve-se constante a vazio total dos gases (54,0 mL/min) bem como a

concentracio de acetato de etila (14,24 mmiig) e da agua (17,54 mmHg).
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Figura 35. Efeito da temperatura sobre a taxa de reaco na hidrolise de acetato de etila.; -- & -
308 K; --e-- 318 K; --m-- 328 K e --#-- 338 K. Vazdo total de 54,0 mL/min, 150 mg de
Lipozyme IM e pressdes parciais de 14,24 mmHg para o acetato de etila ¢ 17,539 mmHg, para a
agua.

Apds meia hora de reagfio, um incremento da temperatura de reagfo de 308 & 328 K
resultou em um aumento da taxa de reagdo (Figura 35). Contudo, perda de atividade do
catalisador foi observada a 328 K, ao cabo de 1,5 b de reacio aproximadamente, sugerindo uma
possivel desativagio parcial do biocatalisador devido ao aumento da temperatura. KIM e RHEE
‘(1992) e YANG e RUSSELL (1996) obtiveram também aumentos da conversio com mcrementos
de temperatura 298 4 313 K, ao estudar reagdes enzimaticas em fase gasosa, mas acima de 323
observaram desativacfio do biocatalisador. O biocatahsador no experimento a 338 K mostrou
perda de atividade maior em relaciio aos outros trés experimentos, realizados a 308, 318 ¢ 328 K,

durante a primeira meia hora de reacioc.
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Dois fatores opostos concorrem para a variagdo da taxa de reagio: a temperatura ¢ a
atividade de agua. Se¢ a enzima ndo desnatura nas temperaturas de reacio, entfio, um aumento da
temperatura resulta no aumento da taxa de reagfo. Por outro lado, um aumento de temperatura
para uma pressio parcial fixa de agua resulta numa diminuigio da atividade de agua, levando a
perda de atividade da enzima. Este comportamento pode ser observado mais claramente na Figura

36 para 1,5 h de reagdo, que foi o tempo escolhide para o calculo das taxas de reagéo.
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Figura 36. Taxa de reagfo em funcfo da temperatura durante a hidrolise de acetato de etila em
fase gasosa ao cabo de 1,5 h. Vazo total dos gases de 54,0 ml/mun, 150 mg de Lipozyme IM e
pressdes parciais de 14,24 mmHg ¢ 17,54 mmHg, para o acetato de etila e a agua,

respectivamente.

De acordo com PARVARESH et al. (1992), os quais obtiveram resultados semelhantes,
aos discutidos anteriormente, ao estudar reagdes de transesterificagio com lipase e cutinase, esta

perda de atividade deve ser analisada nfio apenas pelo efeito da temperatura mas como um efeito
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combinado entre a temperatura de reac3c e o teor de 4gua da enzima, posto que essa perda de
umidade inicial leva conseqiientemente a uma atividade menor, mas a enzima se comporta de
forma mais estavel.

Resultados similares aos mostrados na Figura 36 foram reportados por BOY ef a/. (1999)
ao estabelecer um metodo para avaliar a estabilidade de diversas enzimas em fase aguosa,
incluindo a Lipozyme IM. Eles apresentam um grafico de atividade especifica em fungio da
temperatura, no qual a Lipozyme IM ¢ desnaturada a partir de 313 K.

Neste contexto, GANDHE ef ol (1997), estudaram 2 estabilidade da Lipozyme IM
incubando 500 mg de enzima em agua em diferentes temperaturas (303, 323 e 333 K) e
concluiram, gue ao cabo de uma hora aproximadamente a enzima tinha perdido 70 % da sua
atividade, quando a temperatura variou de 303 a 333 K. No entanto, nas condigdes do presente
experimento, aumento de temperatura resulta também em diminui¢io na atividade de agua e nfio
¢ possivel afirmar, no momento, se o catalisador esta desativando ou se a diminuigfo na taxa €
devida a diminuigio na atividade de agua. Esta perda de atividade de adgua € considerada partindo
de que no inicio da reagio ha perda de dgua pelo sistema como mostrado na Figura 37 e como o
suporte da Lipozyme IM ¢ altamente hidrofilico pode estar ocorrendo uma competicio pela agua

entre a €nzima e o suporte.
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Figura 37. Teor de agua na corrente de He na saida do reator (--*--) em relagio a cinética da

reagio de hidrolise de acetato de etila mantendo-se constante a concentragio de agua (17,54
mmHg) para diferentes concentragdes de ¢ster: --m-- 14,24 mmHg; --e-- 25,0 mmHg, - A-- 42,4
mmHg e --V-- 73,1 mmHg. A vazdo total e a temperatura foram de 34 mL/min ¢ 318 K,

respectivamente.

4.3.2.6 Cinética enzimatica e mecanismo de reacio

A reacio de hidrolise de acetato de etila em fase gasosa deve ser tratada como um sistermna
Ri-Bi (sistemas reacionais onde participam uma enzima e dois substratos) porque a agua nesse
caso, ‘ao contrario dos sistemas em fase aquosa, n3o se encontra em €Xcesso.

A principio, pode-se considerar que os substratos representados por A e B (Figura 38) se
ligam aleatoriamente a enzima, mas a ligacdo do primeiro substrato pode afetar a afinidade da
enzima pelo segundo substrato. Neste caso os produtos P e Q tambeém sd3o liberados

aleatoriamente.
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Figura 38. Esquema do mecanismo aleatorio de interacfio enzima substrato no qual cada
substrato e produto correspondente A, B, P ¢ Q representam a 4gua, o éster, o etanol e o acido
carboxilico, respectivamente. Os sitios de enlace para cada substrato estdo disponiveis na enzima
(SEGEL, 1975b).

Este tipo de reagbes ndo pode ser descrita pela equacdo de Michaelis-Menten pois essa
equaciio ¢ valida para reagdes cataliticas que ocorrem em sistemas homogéneos (JAEGER e
REETZ, 1998). De acordo com SEGEL (1975a) as reacOes Bi-Bi podem ser estudadas
considerando um equilibrio rapido entre os substratos e a enzima seguido pela decomposicio do
complexo enzima-substrato (EAB), formado entre a enzima e os dois substratos, nos produtos

{Figura 39).
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A A
K o Ka
o Kg ke

EA +B &—® EAB—» E + P

Figura 3%. Esquema de reacdc para um sistema em equilibrio tipo Bi-B1L

Para o estudo deste sistema pode-se considerar a existéncia de equilibrio réapido entre os
reagentes ¢ a enzima. Este mecanismo considera que A e B sio reagentes, onde B € o substrato e
A pode ser um co-substrato, uma co-enzima ou um ativador e que estes reagentes podem-se ligar
aleatoriamente & enzima, sendo que ao se ligar o primeiro substrato, a constante de dissociagdo
para o segundo substrato € alterada pelo fator . Desta forma, a constante aparente de Michaelis-
Menten (Km) em relacio a cada um dos substratos pode ser definida como:

Kma= ok (14)

Kmz=oKp (15)

Assume-se ainda que 2 etapa limitante da reacdio € a decomposicio do complexo EAB,

representada por:

k?
EAB ——® E+P

Considerando que A representa a agua ¢ B representa © acetato de etila, € possivel

escrever uma equagio para o calculo da taxa que represente este mecanismo, da seguinte forma:
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L k, exp ™ [A][B]
* T (@K, K, + 0K, [B]+a K,[A]+[A][B])

(16)

onde:
ko € o fator pré-exponencial
E. € a energia de ativagdo, ki/mol
T é temperatura da reacdio, K
R € a constante dos gases, 8,31 J/mol K
[A] e [B] s80 as pressdes parciais de agua e éster, respectivamente, Pa
Ka e Kg sdo constantes de equilibrio, mmHg
¢ € um fator que expressa a relagio de ligacio de um substrato respeito ao outro com 2

enzima

A equacdo {16) foi resolvida numericamente utilizando a técnica de ajuste nfo hnear para

a estimativa dos pardmetros através do programa computacional POLYMATH versio 4.0. O
critério estabelecido para a avaliagdo da qualidade do ajuste foi a soma dos quadrados dos
residuos (SQR) entre o valor experimental e aquele calculado a partir da equagfo ajustada. Os
valores dos pardmetros obtidos foram:

ke =23,19 mol b mg'E

Ea = 24,8 kJ mol”

Ka = 0,68 mmHg

Kg = 18,7 mmEg

i~y

o =123
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De acordo com estes resuitados podemos considerar que o ajuste foi bem sucedido uma

vez que a soma dos quadrados dos residuos foi de 1,742x10°%, obtendo-se um erro de 107, Valor

de o maior que 1 significa que a ligacio do primeiro substrato com a enzima diminui a afinidade
da enzimaz pelo segundo substrato e, consegiientemente, a constante K aparente para cada
substrato A cu B aumenta com o aumento da concentraco do outro substrate (SEGEL, 1975a).

BOY et al. (1999) reportaram valores de Ea para a Lipozyme IM da ordem de 60,2 kJ/mol
para reagiic de hidrdlise de triglicerideos em fase aquosa. Neste caso 2 Ea calculada em fase
gasosa (24,8 kl/mol) é aproximadamente, 40 % da energia de ativagio em fase aquosa. YANG e
RUSSELL (1996) observaram resultados similares para alcool desidrogenase, onde a Ea=7 47
k3/mol em fase gasosa foi 50 % da Ea=14 kJ/mol em fase aquosa.

Uma andlise mais detalhada dos valores das constantes o, K ¢ Kg nos sugere que no
mecanismo proposto existe um caminho preferencial para a formacdo dos produtos. Os valores de
cada constante sdo mostrados a seguir:

Ka=k.1/k;=0,68 mmHg

Kp=k.3/ks=18,7 mmHg

Kma=aK =k 2/k;=8,364 mmHg

Kmp=cKz=k+/k;=230,01 mmig
de modo que K, € aproximadamente 30 vezes menor que Kp 0 que sugere que k;>k; e portanto a
primeira etapa de reagdo corresponde & formaciio do complexo EA. Esta suposicio também €
sustentada ao analisar os valores de Km para cada substrato, sendo Km, também 30 vezes menor
que Kmg e ,portanto, para fins praticos o mecanismo geral para este tipo de reacdo transforma-se

em um Bi-Bi seqiiencial ordenado (Ordered Bi-Bi) constituido pelas seguintes etapas:
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E+A €.—» EA
EA+B 4% EAB
EAB —® E-+P
O baixo valor da constante Kmy em relagio a Kmp indica uma alta afinidade da enzima
pela agua. Desta forma, a ligagdo de A (4gua) com a enzima causa mudanga conformacional

nesta que expde um sitio de ligacio para B {éster} conforme € apresentado na Figurg 40,

Figura 40. Esquema do mecanismo seqiiencial ordenado de interagio enzima substrato onde cada
substrato ¢ produto correspondente A, B, P e  representam a agua, o éster, o etanol e o acido
carboxilico, respectivamente (SEGEL, 1975b).
4,3.2.7 Estudo do efeito do comprimento da cadeia do substrato

Experimentos foram realizados para estudar o efeito do comprimento da cadeia do
substrato sobre o desempenho da reagdo. Neste contexto, estudamos a hidrolise de dois ésteres
com ordem decrescente de polaridade, isto € acetato de etila com maior polaridade gue o acetato

de butila. Nos ensaios mantiveram-se constantes os valores de temperatura de reacio (318 K}, a
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massa de catalisador (150 mg de Lipozyme IM), o fluxo total dos gases (54 mL/min) e 2
concentracio de agua (17,54 mm Hg).

Os substratos {ésteres) sdo liquidos em sua forma natural e portanto eles precisam ser
vaporizados para serem utilizados na reacio em fase gasosa. Mas, como as pressdes de vapor
destes compostos 580 muito diferentes tentou-se trabalhar & temperatura de saturagdo mais baixa
possivel, para desta forma obter concentragdes de acetato de butila de 8,2 mmHg 2 293 K e de
acetato de etila de 14,24 mmHg a 263 K. Esta problematica de fato nos impds restricdes na
realizagdo dos testes experimentais no tocante a concentragfo na fase vapor. A temperatura de
293 K é o himite superior para a temperatura do saturador, posto que acima de 293 X n3o €
possivel garantir a total saturagdo do vapor obtido no borbulhador € nem que havera condensagéo
a jusante do saturador, uma vez que a temperatura do laboratdrio era em torno de 298 K.

Na Figura 41 sdo apresentados os resultados cinéticos para as duas reagdes estudadas. Os
valores das conversdes quando atingiu-se o estado estacionario foi de 10,6% para o acetato de
etila e aproximadamente de 20% para o acetato de butila. As reagles apresentaram
comportamentos bem diferenciados o que nos permite confirmar que z atividade das enzirna_,s
depende da natureza dos substratos e do comprimento de suas cadeias, conforme anteriormente

discutido por PARVARESH et al. (1992).
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Figura 41. Efeito do substrato sobre o desempenho da reagdo de hidrolise de acetato de etila
mantendo-se constante a pressdo parcial de agua (17,54 mmHg). Reagfio com acetato de etila com
uma pressio parcial de 14,24 mmHg (--m--); e reagfio com acetato de butila com uma pressdo

parcial de 8,2 mmHg (—A--}. Vazdo total dos gases de 54 mL/min, ¢ a temperatura de reagio foi
de 318K.

No inicio do experimento, a taxa da reaglo foi maior para o acetato de etila (de cadeia
menor) mas a conversdo caiu rapidamente de 40 para aproximadamente 11,5% na primeira hora
de reacfo, enquanto que para o acetato de butila {de cadeia maior), apesar de atingir uma
conversdo menor no inicio da reagdo, apresentou maior estabiidade atingindo valores de
conversdo de aproximadamente 20% ao cabo dos vinte primeiros minutos de reagdo.

Os altos valores de conversdo do acetato de butila uma vez atingido o estado estacionario,
quando comparados com os valores obtidos para o acetato de etila podem ser explicados ao se

considerar um aumento da afinidade da enzima pelo substrato quando diminui sua polandade,
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para condicdes de hidratacio adequadas. ROBERT er o/ (1992) recomendam trabathar com
valores de atividade entre 0,2 ¢ 0,7, sendo que no nosso caso para as reagdes aqui estudadas
trabalhamos com atividade de &gua de 0,24

LAMARE er o/ (1997}, ao estudarem reacSes de transesierificacio e hidrolise de ésteres,
reportaram que quando a disponibilidade de 4gua no sitio ativo era limitada, a reatividade dos
compostos apolares diminuia devido 4 auséncia de moléculas polares necessarias para interagir
com ©s residuos polares ou para permitir que as interagOes hidrofobicas tomassem lugar. Eles

também observaram a hidrolise de propionato de metila e de etila em fase gasosa quando usaram

de atividade de 4gua de 0,2.
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CAPITULO V

CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos 20 longo deste trabalho podemos formular as seguintes

conclusdes:

I

A enzima Lipozyme IM pode ser usada para 2 hidrélise de acetato de etila em fase gasosa
em sistema operado continuamente nas condicbes experimentais utilizadas, sendo possivel
a sua reutilizac@o sob condi¢Ses de hidratagio adequadas.

Confirmou-se que a concentragdo de agua mostrou ser um parfmetro fundamental no
processo, apresentando eferto positivo na hidratagio da enzima e, conseqiientemente,
melhor desempenho da rea¢io.

No caso particular deste trabalho, onde estudamos uma reacfio de hidrélise, e portanto a
agua participa na reagdo, nfo foi possivel dividir a sua contribui¢io em duas partes: uma
como reagente e a outra como responsavel pela manutengio da atividade catalitica da
enzima utilizada.

Ao estudar os efeitos da concentra¢io dos substratos, fixando a concentragio de um deles
e variando a concentracdc do outro e vice-versa, observou-se que aumentos na
concentracio destes favoreceram a taxa de reagdo, obtendo-se uma ordem global de

reacdo de aproximadamente 1 (primeira ordem).
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5. Aumentos da temperatura da reacdo de 308K a 328K resultaram também em aumento da
conversdo no inicio da reacBo de hidrélise de acetato de etila, observando-se nesta Gltima
temperatura perda de atividade a partir de 1,5 horas de reago. A temperatura de 338K ¢
biocatalisador apresentou desativagio muitc maior quando comparada com Os casos
anteriores observando-se como a termoestabilidade da enzima a diminui ao longo do
tempo de reacio.

6. Fol proposto um mecamsmo de reagdo Bi-Bi (uma reacio com uma enzima e dois
substratos), que a principio, parece represeniar coerentemente a hidrolise de acetato de
etila em fase gasosa e cujo modelo ajustado para diferentes temperaturas de reagéo nos

permitiv determinar a energia de ativacio da reacio (Ea) como sendo igual a 24,8 kJ/mol.

5.2 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros recomenda-se realizar as seguintes atividades:

1. Ensaios de adsorgdio no sistema experimental de substratos e produtos para esclarecer
problemas com relagdo ao acido acético e determinar experimentalmente os coeficientes
de partigdo para os substratos.

2. Estudos cinéticos com biocatalisadores preparados com enzimas com alto grau de pureza
em suportes com tamanho de poros controlado.

3. Implementar modificagbes técnicas no sistema experimental com finalidade de se ter um
sistema mais versatil para o estudo dos processos biocataliticos em fase gasosa. Resulta
conveniente se trabalhar com quantidades maiores de agua.

4. Estudos de modelagem e simulagdo matematica destes sistemas para poder predizer o seu

comportamento em diferentes condigdes.
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Anexos

ANEXOS

Tabela Al. Angulos 26 e intensidades relativas dos principais planos de difragiio de raios-X dos

materiais estudados segundo “Joint Comittee of Powder Difraction Standards™ (JCPDS).

Composios Angulos 26 (graus) e intensidades relativas
Mg(OH), 42,8/x 62,3/5 78,3/2 37.0/1 74,7/1
MgG 42,9/100 18,5/5 58,7/3 62,3/1 72,0/1
MgSiO, 39,7/59 40,0/33 41,8/15 52,3/60 61,9/27
Si0, 20,9/16 26,6/100 39,5/8 50,1/13 59.9/9

100




Anexos

Tabela A2, Quimiosor¢do: volume de CO» adsorvido (Vy), nimero de sitios ativos (Ng) e
densidade de sitios basicos (D).

!
Razie nominal | Temperatura | Vp{om® go) N, x 167 1D, x 167 (g'mH)
MeO/Si0; °C)
30 0,0384 1,0320 0,5798
0:1 60 0,0276 0,7417 0,0796
100 0,1162 0,3123 0,1754
30 1,2570 3,3780 8,4450
1:0 60 1,0135 2,7240 6,8100
100 0,8713 2,3414 5,8535
30 0,4096 1,1010 0,0255
1:1 60 0,3014 0,8099 0,6806
100 0,1904 0,5117 0,4299
30 0,7181 1,9297 1,1625
14 60 0,4683 1,2585 0,7511
100 0,2349 0,6312 3,8027
30 2,5831 6,9415 8,0715
4:1 60 2,2109 5,9414 6,9086
100 1,9151 5,1465 5,0843
30 1,0868 2,9205 1,7593
8:1 60 0,8383 2,2528 1,3571
100 0,7596 2,0412 1,2296
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Anexos

Tabela A3. Taxas de reagdo para 4,58 mmHg de agua.

Taxas de reacio Taxas de Taxas de Taxas de
Tempo x10% reaciox10® reaciox10 reaciox10*
(h) com éster com com éster com com éster com com éster com

14,24 mmHg 25,0 mmHg 42,4 mmig 73,1 mmHg
0,0833 3,6155 4,3586 6,2136 7,4564
60,3333 2,0438 2.0296 3,7331 5,5502
0,5833 1,585¢ 1,7795 2,9934 5,2934
0,8333 1,4674 1,5847 2,8948 4,3831
1,0833 1,339% 1,5469 2,9589 4,0912
1,3333 1,3299 1,2067 2,2783 4,0555
1,5833 1,1064 1,2154 2,3030 3,4349
1,8333 1,1877 1,1515 1,6668 3,2393
2,0833 1,0418 1,2271 1,8646 1,9130

2,2531




Anexos

Tabela A4. Taxas de reacic para 9,21 mmHg de agua.

Taxas de Taxas de Taxas de Taxas de
Tempo reaciox 10’ reaciox10® reaciox10’ reaciox 10’
(k) com éster com com éster com com éster com com éster com
14,24 mmHg 25,0 mmHg 42,4 mmHg 73,1 mmHg
0,0833 6,0384 6,8991 8,0685 6,0384
0,3333 3,0391 44728 6,0161 3.8391
0,5833 2,5303 3,2385 5,2611 2,5303
0,8333 1,7867 2,9687 4,2511 1,7807
1,0833 1,7754 1,8005 3,6134 1,7754
1,3333 1,8667 1,7803 3,4043 1,8667
1,5833 1,7214 2,1255 3,4757 1,7214
1,8333 1,5469 2,0466 3,4731 1,5469
2,0833 1,6228 1,7852 3,4723 1,6225




Anezos

Tabela AS, Taxas de reagio para 17,54 mmHg de agua.

Taxas de Taxas de Taxas de Taxas de

Tempo reaciox10* reagfiox 10’ reaciox16* reaciox10% com

{h) com éster com com éster com com éster com éster com

14,24 mmHg 25,0 mmHg 42,4 mmHg 73,1 mmHg

0,0833 6,8419 8,1270 11,1402 10.5851
0,3333 3,5625 3,8498 5,3802 5,6539
G,5833 2.8437 2,9397 4,3348 5,1948
0,8333 2,0521 2,5384 3,7923 4,8292
1,0833 1,9163 2.3436 2,2931 —
1,3333 1,8285 2,0034 1,9972 4,9227
1,5833 1,7821 1,6021 21797 4,5146
1,8333 1,5734 1,7039 2,0318 - 4,0728
2,0833 1,6993 1,5353 2,0959 m—
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