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RESUMO: Este artigo de revisdo explora
0s avangos na modificagéo de argilas, com
foco na ativagéo &cida e suas aplicacoes
como suporte para imobilizacdao de
enzimas. S&o apresentados os principais
estudos sobre a influéncia de diferentes
acidos, concentragbes e condigbes de
tratamento na estrutura e propriedades das
argilas, como cristalinidade, area especifica
e porosidade. A imobilizacdo enzimatica,
em particular de lipases, é discutida como
uma estratégia promissora para aumentar
a estabilidade e eficiéncia catalitica
em processos industriais, incluindo a
producdo de biodiesel. A analise dos
métodos de imobilizagdo, como adsorcéo
e ligacdo covalente, revela os desafios
e oportunidades na utilizacdo de argilas
naturais e modificadas como suporte. Este
trabalho contribui para a compreensao das
interacdes entre as enzimas e os suportes,
reforcando a importancia da escolha
criteriosa dos materiais e das condicbes de
imobilizagéo para aplicagbes especificas.
PALAVRAS-CHAVE: Argilas; Enzimas;
Esteres de Etila; Imobilizagéo.
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INTRODUCAO

A modificacdo e funcionalizag@o de argilas para aplicagdes industriais, incluindo
0 uso como suporte para imobilizacdo de enzimas, tém recebido destaque devido
a versatilidade dessas matrizes naturais e sintéticas. As argilas, como a atapulgita e a
bentonita, apresentam caracteristicas estruturais e quimicas que podem ser modificadas
por tratamentos especificos, como ativagdo acida, intercalagcéo e pilarizagédo, permitindo
o ajuste de suas propriedades para diferentes finalidades. Estudos demonstram que os
tratamentos com acidos, como HCI, H,SO, e H,PO,, s&o eficazes na remogéo de impurezas
e na modificacdo da cristalinidade, area especifica e porosidade das argilas. Essas
modifica¢des sdo particularmente vantajosas para aplicacdes em catalise enzimética, como
aimobilizacao de lipases (Foletto et al., 2003; Hussin et al., 2011; Pereira Neto et al., 1993).

A imobilizagdo enzimética em suportes de argila possibilita maior estabilidade
operacional, facilidade de recuperagéo e reutilizacdo das enzimas, o que € crucial em
processos industriais, como a producao de biodiesel. No entanto, a escolha do método
de imobilizacéo e do suporte depende de fatores como a natureza quimica da enzima e
as condi¢cbes operacionais (Foletto et al., 2003; Hussin et al., 2011; Pereira Neto et al.,
1993). Este artigo de revisédo aborda as principais estratégias de modificagéo de argilas, os
avancgos na ativacdo acida e as aplicagcdes dessas matrizes como suporte na imobilizagdo
de enzimas, destacando a relevancia desse tema no desenvolvimento de processos

sustentaveis e eficientes.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Enzimas

As enzimas sao catalisadores bioldégicos formados por longas cadeias de
aminoacidos, sendo bastante versateis e possuindo propriedades que as tornam altamente
requisitadas como catalisadores (Patel, 2002). A acado catalitica das enzimas ocorre em
uma regiao chamada sitio ativo, que é composta por residuos de aminoacidos chamados de
grupos cataliticos (Berg et al., 2012). A eficiéncia catalitica das enzimas &, em geral, muito
maior que a dos catalisadores sintéticos ou inorganicos (Lehningner et al., 1993). Possuem
um alto grau de especificidade por seus substratos e aceleram as rea¢des quimicas, além
de atuar em condicdes brandas de temperatura, pH e presséo atmosférica e colaborar para
a reducao de problemas ambientais e toxicolégicos (Lehningner et al., 1993; Patel, 2002).

Cada enzima possui uma massa molar e um tamanho diferente, que irdo depender
de sua estrutura. Assim como as proteinas, as enzimas possuem massa molar que pode
variar entre 12.000 até 1 milhdo de Daltons e, por isso, consideradas macromoléculas
(Nelson; Cox, 2002). A nomenclatura para cada enzima € designada de dois nhomes e uma
classificacdo de quatro numeros. O nome aceito ou recomendado para uso cotidiano e
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0 nome sistematico usado para minimizar ambiguidade. As enzimas séo classificadas e
denominadas segundo a natureza das reag¢des quimicas que catalisam. Sdo geralmente
denominadas pela adi¢do do sufixo —ase ao nome do substrato da enzima ou da frase que
descreve a acéo catalitica da enzima, por exemplo, a urease que catalisa a hidrolise da
ureia (Voet; Voet, 2013).

Catalisadores inorganicos como acidos, bases, 6xidos e metais, geram subprodutos
indesejaveis e ainda podem apresentar grande dificuldade de separacdo dos produtos
apds a reacao, porém, tudo isso pode ser contornado com a utilizagéo de enzimas, o que é
muito importante do ponto de vista industrial (Bom; Pereira, 1999), principalmente, pelo fato
de diminuir o custo energético, visto o aumento da preocupagéo com o ambiente e com a
qualidade dos produtos (Matos, 2011).

E certo que o uso de enzima possui um custo maior, mas isso pode ser minimizado
com técnicas de imobilizacdo. O uso de enzimas imobilizadas pode contribuir para a
viabilidade de processos enzimaticos, pois torna a enzima reaproveitavel e proporciona sua
separagdo do meio reacional, o que acarreta na economia significativa no custo global do
processo, desde que o procedimento de imobilizagdo ndo seja muito dispendioso, haja boa
recuperacéo da atividade enzimatica e que a meia-vida operacional da enzima imobilizada
seja suficientemente longa (Awadallak et al., 2013).

Aclasse das enzimas hidroliticas € a que encontra maior aplicacdo em varios setores
industriais. Dentre estas enzimas pode-se destacar as lipases que promovem as reagdes

de esterificacao e transesterificagéo.

Lipases

As lipases fazem parte da familia das hidrolases, também conhecidas como glicerol-
éster hidrolases (E.C.3.1.1.3), de acordo com o Comité de Nomenclaturas da Uniédo
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-IUBMB). S&o enzimas que catalisam
a hidrolise total ou parcial de triacigliceréis (TAG), diacilgliceréis (DAG), monoacilgicerois
(MAG), glicerol e acidos graxos livres (AGL). Sao capazes de catalisar rea¢des de hidrélise
e sintese de grupos ésteres de diversos compostos (Babicz et al., 2010). Lipases também
podem atuar em reacgOes de sintese, como transesterificacéo e esterificacéo (Guldhe et al.,
2015).

Sao amplamente encontradas na natureza, podendo ser extraidas de plantas,
animais ou/e principalmente de microrganismos naturais ou geneticamente modificados
(Schmid; Verger, 1998).

Algumas lipases sdo enzimas de interface e tem como tragco caracteristico a sua
ativacdo em meio a uma interface hidrofobica e, na auséncia dessas interfaces, alguns
elementos de sua estrutura secundaria, que € uma a-hélice curta e anfifilica chamada de
“lid” ou tampa, cobrem seus sitios ativos impedindo o contato com outros substratos.
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Quando em contato com uma interface ocorre o fenébmeno da ativacéo superficial,
em que essas estruturas “se abrem” expondo sua parte hidrofébica que poderd interagir
com a interface, conferindo funcionalidade a enzima (Batista, 1998).

Esse fendmeno néo pode ser utilizado para classificar lipases, pois nem todas
apresentam uma “lid” que recobre o sitio ativo (Schmid; Verger, 1998). Existem lipases
conhecidas como regiosseletivas ou regiospecificas, que representa a capacidade de atuar
em ligacOes especificas nos triacilglicerois, como por exemplo, nas ligagées de posicbes
1,3 da molécula de triacilglicerol. Ainda existem também, as lipases nao regiosseletivas,
que podem atuar nas posicoes 1,2 e 3 da molécula de triacilglicerol (Li et al., 2010).

A principal configuracdo de lipase pertence ao grupo das a/f hidrolase, sendo
composto por seis a-hélices e oito folhas-B intercaladas. O sitio catalitico & composto por
uma triade formada por Ser-His-Asp (Glu em vez de Asp para algumas lipases) (Arand et
al., 2005; Bornscheuer, 2002).

Mecanismos de Atuacdo das Lipases nas Reacbes de Esterificacdo,
Transesterificacdo e Hidrolise

No caso de reag¢des de modificacdo de lipideos, as lipases diminuem a energia
de ligacdo entre o carbono ligado ao oxigénio (por simples ligacdo) nos ésteres. Essa
posicéo se torna reativa (Marangoni; Rousseau, 1995), permitindo a hidrélise dos ésteres
carboxilicos em meio aquoso ou a reacéo reversa de esterificagdo dos acidos carboxilicos
em meio a solventes organicos e, ainda, a esterificacao cruzada (transesterificagcdo) em
meio alcodlico (Reetz, 2002).

As etapas do mecanismo de esterificacdo das lipases sdo as seguintes:

1 - Quando o lipideo se liga ao sitio catalitico, ha uma interacéo entre a amina
da Histidina (His) e a hidroxila presente na Serina (Ser), que por sua vez, ataca o
carbono do grupo carbonil do substrato, formando um intermediario tetraédrico.

2 - Em seguida, os elétrons do residuo de Histidina que estéo presentes no hidrogénio
ligado a amina, retornam para a histidina, e entdo o préton (H+) é atacado pelo
oxigénio da hidroxila do acido graxo liberando uma molécula de agua e deixando a
enzima na sua forma acilada.

3 - Posteriormente, outro tetraedro intermediario é formado, quando a carbonila
(C=0) presente no éster formado com a Serina sofre um ataque dos elétrons
presentes no oxigénio do alcool.

4 - Por fim, o atomo de oxigénio presente na enzima formado pelo complexo é
eliminado, e os elétrons da Histidina que estdo presentes no hidrogénio ligado a
amina, retornam novamente para a Histidina e o préton formado (H+) volta para o
oxigénio ligado ao residuo da Serina. Entdo, o sitio catalitico da enzima retorna ao
seu estado inicial e a molécula de monoéster alquilico é liberada (Al-Zuhair et al.,
2007).
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O mecanismo da transesterificacdo enzimatica segue caminho semelhante, porém
ocorre a liberagdo de uma molécula de di ou monoglicerideo ao invés de uma molécula
de agua a partir da decomposicédo do primeiro intermediario tetraédrico. No mecanismo
de hidrélise a agua ocupa o lugar do &lcool, que é liberado apds a formacao do complexo
acil-lipase, entdo, um segundo ataque nucleofilico acontece, realizando a hidrélise deste
complexo enzimético, formando um &cido graxo que € liberado (Jaeger et al., 1999).

Lipase de Burkholderia cepacia

A lipase de Burkholderia cepacia € uma das enzimas que podem ser utilizada na
producdo de ésteres. A lipase produzida pela bactéria Burkholderia cepacia (LBC) foi
reclassificada com este nome em 1995, até entdo, se chamava Pseudomonas cepacia.
Aplicada geralmente em reagdes organicas, da mesma forma que a maior parte das lipases
que necessita de uma interface organico-aquosa capaz de deslocar a tampa que regula o
acesso ao seu sitio ativo. E uma enzima nao regiosseletiva com massa molar de 33 kDa,
ponto isoelétrico em pH 5,2 e de tamanho de 5 nm (Padilha et al., 2012; Schmid; Verger,
1998). A LBC contém um ion de calcio (Ca?¥ em sua estrutura, que estabiliza o ponto
em que ocorre a conexao das folhas-f presentes nos residuos de aminoacidos 214-218
(Trodler et al., 2009).

A lipase de Burkholderia cepacia, possui elevada tolerancia na presenca de
alcoois de cadeia curta em relagdo as demais, por exemplo, é tolerante em relagéo ao
metanol e etanol, o que favorece a sua utilizagéo tanto na hidrdlise quanto nas reagdes
de esterificacdo e, por isso, tem sido utilizada em estudos para a produ¢@o enzimatica de
biodiesel (Jegannathan et al., 2009; Kaieda et al., 2001).

Imobilizacdo Enzimatica

Aimobilizacdo comegou a ser estudada no inicio do século passado, ao se observar
que uma preparacao biolégica com atividade invertasica que havia sido adicionada em
carvao ativado, mantinha a capacidade de hidrolisar sacarose mesmo apoés ser lavada. O
numero de publicacdes sobre imobilizagdo de enzimas teve aumento a partir de 1960. Em
1971, a primeira conferéncia em Engenharia Enzimética estabeleceu o uso da terminologia
enzima imobilizada para os biocatalisadores ligados a suportes insolUveis ou confinados
em espacos fisicos definidos (Bom; Pereira, 1999).

A grande dificuldade se encontra em estabilizar as enzimas em meio organico
para repetidos usos, uma vez que, dependendo do tipo, fonte, pureza e reagcbes a serem
utilizadas, estéo sujeitas a inativacao por fatores quimicos, fisicos ou biologicos, durante
0 uso ou quando armazenadas (Faber, 1997; Fernandez-Lafuente et al., 1998; Reetz;
Jaeger, 1997). A producgéo e purificagdo das enzimas para uso como biocatalisadores,
s@o conhecidas por serem onerosas. A imobilizacdo pode ser utilizada para promover o
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aumento da estabilidade, da vida Util (Terrasan et al., 2019), reusabilidade da enzima, a
viabilidade de aumento de escala (scale-up) e a automacao do processo, com diminuicdo
dos custos de purificagdo dos produtos (Sinha et al., 2012). Souza et al. (2017) comentam
que o uso da enzima na forma soluvel também pode contaminar o produto final, além
da dificuldade de recuperagédo da enzima. A imobilizagdo pode acabar com desvantagens
como perda de atividade devido as condi¢bes do processo ou inibi¢do pelo substrato ou
produto. Frente a estes problemas, técnicas de imobilizagdo vém sendo desenvolvidas
para fornecer estabilidade para as enzimas e facilitar sua recuperagéao e reutilizagéo.

A imobilizagdo das enzimas ir4 depender dos tipos de interagcbes existentes entre o
suporte e a enzima (Datta et al., 2013). Os métodos utilizados para imobilizar lipases podem
envolver tanto processos fisicos quanto quimicos. Tais técnicas incluem a adsor¢cdo em
um suporte soélido insoluvel, que pode ocorrer por interacdes covalentes e ndo covalentes
(Mateo et al., 2007; Villenueve et al., 2000), por ligagcdes cruzadas intermoleculares de
enzimas por reagentes bifuncionais ou multifuncionais (Faber, 1997; Fernandez-Lafuente
et al., 1998; Reetz; Jaeger, 1997).

Outros métodos que podem ser utilizados sdo o aprisionamento e o encapsulamento
de enzimas, sem a ocorréncia de ligagdes fisicas e/ou quimicas na superficie de um
suporte sélido. Na encapsulagéo, a enzima é recoberta pela matriz utilizada, enquanto no
aprisionamento, a enzima é introduzida dentro da matriz (Mohamed et al., 2015). Nestes
casos, ha uma delimitacdo por uma “barreira fisica’, que impede a sua liberacdo para
0 meio externo, mas néo restringe a sua mobilidade dentro do sistema. Desse modo,
as enzimas sdo protegidas e ficam menos susceptiveis as mudancas estruturais, pois o
biocatalisador fica confinado em uma area da qual ele ndo pode sair, mas na qual permanece
cataliticamente ativo (Fernandez-Fernandez et al., 2013; Villenueve et al., 2000).

Dependendo da técnica de imobilizagéo as propriedades do biocatalisador podem
ser aprimoradas, tais como estabilidade, seletividade, atividade, pH e temperatura
(Faber, 1997; Fernandez-Lafuente et al., 1998; Poppe et al., 2015; Reetz; Jaeger, 1997).
Combinagdes de diferentes métodos de imobilizagdo, como a adsorgdo em um suporte
seguida de um posterior aprisionamento em uma matriz por método sol-gel, também
podem ser utilizados (Knezevi¢ et al., 2004). Muitas vezes as condi¢des do método de
ligacdo cruzada séo intensas e a atividade da enzima imobilizada é baixa, por isso, o
mesmo também pode ser combinado com o método de adsorg¢édo para obter um melhor
efeito imobilizado (Zhang et al., 2012).

Cabe ressaltar que ndo ha um método universal de imobilizagdo, cujo procedimento
se aplique eficazmente para qualquer sistema enzimatico, mas deve-se levar em conta,
especialmente, a estabilidade alcan¢ada apds o processo de imobilizagao (Hanefeld et al.,
2009; Villenueve et al., 2000).

Engenharias: produtividade e inovacéo tecnologica 4 Capitulo 5



A enzima quando imobilizada retém sua configuragéo estrutural devido as ligagbes de
hidrogénio ou a formacgéo de complexos que ocorrem na superficie do material. Isto leva a
uma dificuldade na vibragéo da enzima levando a um aumento da estabilidade térmica. Pode-
se observar, também, que o micro ambiente da superficie do suporte tem cargas que podem
causar uma mudancga no pH 6timo da enzima, ocasionando uma mudanca na faixa de pH
na qual a enzima atua (Faber, 1997; Fernandez-Lafuente et al., 1998; Reetz; Jaeger, 1997).

Assim, os diferentes métodos de imobilizacdo de enzimas tém sido classificados de

acordo com a natureza da interacao enzima-suporte e pode ser dividida de acordo a Figura 1.
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Figura 1 - Métodos de imobilizagédo de enzimas.

Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2012).

Adsorgéo Fisica

A adsorgéo fisica € o método de imobilizagcdo enzimatica mais comum e simples e
ocorre pelo simples contato entre a enzima e o suporte. Basicamente, a enzima é imobilizada
em um suporte solido poroso ou nao e inerte, no qual a enzima pode ser adsorvida tanto na
superficie quanto no interior dos poros, por meio de baixas energias de ligacdo. A ligacéo
da enzima com o suporte sélido pode ocorrer por interagdes fracas, como forgas van der
Waals, ligacdes de hidrogénio, interacdes dipolo-dipolo, interacdes hidrofobicas (forcas
entropicas), mas também pode ocorrer adsorgdo idnica via interagdes eletrostaticas. Alguns
parametros sdo de extrema importancia na adsorgao fisica, como o tamanho da enzima a
ser adsorvida, a area especifica do suporte, as propriedades morfologicas, a quimica da
superficie e o pH do meio de imobilizacéo (Villeneuve et al., 2000).
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Esta € uma estratégia bastante promissora porque permite a reutilizacdo do
suporte por dessorcdo de moléculas de enzimas inativas do microambiente (Hernandez
et al., 2011). Interacdes de van der Waals e forcas entropicas estdo envolvidas na ligacao
quando uma enzima é imobilizada em uma superficie hidrofébica. Assim, sdo responsaveis
por assegurar estabilidade nas interacbes das enzimas com esses materiais, desde que
ambos tenham uma larga area especifica lipolitica. Durante o processo de imobilizacéo,
pode ocorrer um aumento da entropia, porque uma molécula de enzima pode deslocar um
grande numero de moléculas de agua tanto do suporte quanto de sua propria superficie.
Dessa forma, este aumento passa a ser a forga motriz entre as interagcdes, uma vez que a
imobilizagdo poderé ocorrer devido as mudancas provocadas no microambiente da enzima
e da interface (Hanefeld et al., 2009).

De acordo com a literatura a maioria das lipases quando sofre ativacao interfacial, tem
uma conformacéo aberta. Assim, quando imobilizadas em suportes hidrofobicos é provavel
que as lipases assumam uma conformacéo ativa (Hanefeld et al., 2009; Mateo et al., 2007),
pois essa estratégia estabiliza as moléculas de lipase na conformacédo aberta, promove
a hiperativacéo e produz biocatalisadores altamente estiveis em diferentes condi¢cdes
experimentais (Hernandez et al, 2011). Assim, a adsorcdo de lipases em superficies
hidrofobicas é muito util para uma etapa de purificagcdo, imobilizagéo, hiperativagao
e estabilizagdo da maioria das lipases. No entanto, as moléculas de lipase podem ser
liberadas do suporte sob certas condicdes (alta temperatura, solventes orgénicos), uma
vez que nao existem ligagdes covalentes entre a enzima e a matriz de suporte (Rueda et
al., 2016).

A principal desvantagem deste método se deve a imobilizagdo por interagdes mais
fracas e a consequente inevitavel perda por dessorcdo com a diminuicdo da atividade
catalitica. Para a adsorgéo ibnica essa desvantagem €& menos pronunciada devido a
formagéo de ligagbes ion-ion mais efetivas com o suporte. Deste modo, uma das grandes
vantagens da adsorcéo fisica &€ que este método nao altera significativamente a estrutura
tridimensional da enzima levando a sua desnaturacéo (Hanefeld et al., 2009).

Ligagdo Covalente

A imobilizag&o covalente envolve os grupos funcionais dos residuos de amino&cido
da enzima, como por exemplo, -NH, de lisina e arginina, COOH de acido aspartico ou
glutdmico e SH de cisteina, estes podem interagir covalentemente com grupos funcionais
presentes na superficie de suportes ativados com grupos funcionais reativos (Idris; Bukhari,
2012). Os grupos envolvidos nas reagdes sdo 0s que aparecem com mais frequéncia na
superficie, como os grupos amino das cadeias laterais de residuos de lisina, que por sua
vez, sdo bastante reativos (Brady; Jordaan, 2009). Alguns fatores podem ainda melhorar a
reatividade desses grupos, como pH e for¢a ibnica (Mateo et al., 2000).
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Suportes com grupos reativos em sua superficie favorecem a formacédo da
ligacdo com a enzima, tornando o biocatalisador mais estavel, térmica e quimicamente,
possibilitando o reuso do biocatalisador em novas reacdes. Este método proporciona
vantagens como estabilidade reacional com relagdo ao pH, temperatura, solventes e acéo
de inibidores (Mendes et al., 2011).

O método de ligagédo covalente € baseado na ligagédo forte entre o grupo amino
das enzimas ao suporte, que sofrera ativacdo do grupo ligante, por meio de um agente
ativador. (Jesus et al., 2018). O reagente ligante atuar4d como mediador da ligagcéo entre o
suporte funcionalizado e a enzima (Datta et al., 2013). Existem diversos reagentes ligantes
utilizados como braco espagador, como o glioxal, epdxido, vinil-sulfona, glutaraldeido,
entre outros (Vazquez-Ortega et al., 2018). O glutaraldeido € um dos reagentes mais
empregados, devido a simplicidade dos métodos de ativacédo e obtencao de preparacbes
enzimaticas ativas e estaveis (Souza et al., 2017). Este agente ativado por sua vez, ira atuar
principalmente nos grupos aminos presentes nas enzimas, sobretudo dos aminoécidos
residuais que podem ser encontrados nos sitios ativos (Barbosa et al., 2012).

A imobilizacdo pelo método de ligagdo covalente geralmente é mais demorada
quando comparada com o processo de adsor¢éo, devido ao numero de etapas envolvidas.
Na primeira etapa ocorre a adsor¢do das enzimas na superficie do suporte, seguida
de formacado de ligagbes covalentes entre os residuos de lisina e 0os grupos reativos
na superficie do suporte. Ocorre entdo, uma menor rigidez na molécula da enzima que
favorece a reatividade para formacao de ligagdes. Essa ligacdo ocorre dependendo do
nivel de reatividade do aminoacido Lisina em funcéo do pH do meio, por isso, a variaveis
tempo, pH e temperatura empregados séo tdo importantes para aumentar a formacgéao de
ligacbes entre a enzima e o suporte no processo de imobilizagéo por ligacdo covalente
(Mateo et al., 2000).

Alguns autores como Knezevi¢ et al. (2004) consideram a imobilizagdo covalente
mais vantajosa do que outros métodos porque oferece a vantagem de prevenir possiveis
perdas de atividade enzimatica por dessorcao das enzimas e minimiza consideravelmente
as restricOes difusionais ao substrato ou produto. Entretanto, em alguns casos de
imobilizacdo covalente, pode ocorrer a diminuicdo da atividade enzimatica devido as
modificagdes conformacionais no centro ativo da biomolécula, pois ndo ha controle sobre
a orientacdo apropriada da enzima no decorrer da imobilizagéo (Bayramoglu et al., 2011).
Mendes et al. (2011) ainda reportam que, devido a interagdo mais forte entre a enzima e
0 suporte, esse método pode afetar a estrutura tridimensional da enzima, modificando seu
sitio ativo diminuindo efetivamente a sua atividade catalitica.
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Suportes para a Imobilizacdo de Enzimas

A escolha do suporte é crucial na imobilizacdo enzimatica para se obter um
biocatalisador insollvel, ativo, estavel e reutilizavel (Talbert; Goddard, 2012). Ndo ha um
suporte universal para todas as enzimas e suas aplicacbes, mas a escolha do suporte
dependera da reagédo na qual o derivado imobilizado sera aplicado, o biocatalisador a ser
utilizado, e custos envolvidos no processo (Dalla-Vecchia et al., 2004).

A estrutura fisica e composicéo quimica do material do suporte podem influenciar a
capacidade de adsorcéo e a retencéo das propriedades cataliticas da enzima, afetando a
atividade e a estabilidade do biocatalisador imobilizado (Talbert; Goddard, 2012).

As caracteristicas desejaveis nos suportes sdo as seguintes: possuir estabilidade
térmica e fisica, ser inerte, ter alta afinidade para proteinas, presenca de grupos
funcionais reativos para reacbes diretas com enzimas e/ou para modificagbes quimicas,
regenerabilidade, resisténcia a forca mecanica e rigidez, principalmente se o mesmo
for muito denso para ser utilizado em um biorreator (Palla et al., 2011). Outros autores
também chamam a atencéo para a relevancia dos aspectos morfologicos e a quimica de
superficie, tais como a area especifica, a forma, a distribuicdo e tamanho de poros, carater
hidrofébico/hidrofilico da superficie, presenca de cargas superficiais, estabilidade quimica,
e composi¢ao da superficie dos materiais (Hanefeld et al., 2009; Talbert; Goddard, 2012;
Villenueve et al., 2000).

Ha uma enorme variedade de suportes naturais ou sintéticos, organicos ou
inorgénicos, hidrofébicos, hidrofilicos ou hibridos, organicos/inorganicos sintéticos que
podem ser empregados para a imobilizacdo de lipases. Inicialmente, os materiais mais
utilizados na imobilizagéo foram inorgénicos, como silica, alumina e terra diatomacea.
Sendo que mais recentemente, outros materiais para imobilizacdo de enzimas tém sido
apresentados na literatura e vém sendo bastante aplicados, por exemplo, materiais
inorganicos, filmes poliméricos, polimeros hidrofobicos, biopolimeros como quitosana e
celulose, resinas de troca i6nica/hidrofilicas, argilas modificadas, silicatos mesoporosos e
materiais hibridos nanoestruturados, nanoparticulas magnéticas, entre outros (Barbosa et
al., 2011; Dong et al., 2014; Jun et al., 2013; Kamel et al., 2011; Martin et al., 2019; Netto et
al., 2013; Salis et al., 2009; Santin et al., 2014; Villenueve et al., 2000).

O uso de suportes pode evitar a inibicdo da enzima por fatores externos,
possibilitando a recuperacéo do biocatalisador e a utilizagdo continua. A imobilizagdo de
lipases em uma matriz sélida pode aumentar seu tempo de vida e melhorar a estabilidade
térmica da enzima, por conferir uma estrutura mais rigida & mesma. Porém, se o suporte
solido exerce interagdes desfavoraveis com a proteina, ou se a conformagéao da enzima é
modificada durante a imobiliza¢édo, a enzima pode sofrer efeitos negativos, como a redugéo
da estabilidade e da atividade catalitica (Foresti; Ferreira, 2007).
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Na presenca de uma superficie hidrofobica, a lipase sofre uma ativagcéo interfacial e
o equilibrio de suas formas € deslocado para a conformacéo aberta. Neste caso, a regido
do sitio ativo da enzima interage com o suporte por adsor¢do hidrofébica, uma vez que o
reconhece como similar aos seus substratos naturais. Assim, a lipase é imobilizada em
sua conformacgéo ativa (Hanefeld et al., 2009; Mateo et al., 2007). Fernandez-Lorente et
al. (2007) reportam que, a imobilizacao de lipases por adsor¢do em suportes hidrofébicos
€ uma técnica importante para aumentar a especificidade das lipases por substratos
hidroféobicos.

Contudo, particularmente, para que os sistemas de biocatalisadores imobilizados
tenham potencial de aplicagcéo industrial, ndo basta apenas que sejam ativos e estaveis,
mas que também sejam de baixo custo e possam ser repetidamente utilizados (Hanefeld et
al., 2009). Como exemplo, tem-se os materiais argilosos.

Argilas

Algumas substancias sédo classificadas como mineral, que é um elemento ou
composto quimico inorganico que € normalmente cristalino e que se formou como resultado
de um processo geoldgico; portanto, um mineral tem composi¢do quimica e propriedades
cristalogréaficas bem definidas (Nickel, 1995). Rocha € um agregado de cristais de um ou
mais minerais. O nome de um mineral deve terminar em “ita” e o de uma rocha em “ito”,
segundo a IMA — International Mineralogical Association (Coelho et al., 2007).

Existem algumas exce¢bes como, por exemplo, quartzo (mineral), caulim e bentonita
que s&o nomes de rochas e também de argilas. E fato que também & usual chamar a rocha
pelo nome do mineral como, por exemplo, talco (mineral) que € usado para designar a
rocha rica neste mineral e desse modo o nome correto talcito, raramente é usado. Outros
exemplos sdo o termo caulinita em lugar de caulim e esmectita e montmorilonita em vez de
bentonita (Coelho et al., 2007).

Os argilominerais séo silicatos de Al, Fe e Mg hidratados, com estruturas cristalinas
em camadas ou de estrutura fibrosa, constituidas por folhas ou camadas continuas de
tetraedros de SiO,, ordenados de forma hexagonal, condensados com folhas octaédricas
de hidréxidos de metais trivalentes e divalentes. Devido & essas caracteristicas os
argilominerais sdo chamados de silicatos em camadas (layer silicates) e filossilicatos.
Alguns argilominerais podem conter uma fracdo com dimensdes na faixa de 1 a 100 nm
(Coelho et al., 2007).

A argila € uma rocha que possui elevado teor de particulas (cristais) de diametro
geralmente abaixo de 2 yum. S&o solidos naturalmente ativos porque tém areas especificas
superiores a 1,0 m? /g (Coelho et al., 2007; Santos, 1989). As argilas podem conter
argilominerais e alguns minerais como calcita, dolomita, gipsita, quartzo, aluminita e pirita,
além de matéria organica e outras impurezas. Possuem capacidade de troca de cations
entre 3 e 150 meqg/100g de argila (Santos, 1989).
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Existem cerca de 40 argilominerais, em que poucas séo industriais e especiais por
possuirem algumas propriedades muito peculiares e especificas, levando a um maior valor
tecnologico (Coelho et al., 2007). A classificagdo dos argilominerais é feita com base nas
semelhangas da composicao quimica e da estrutura cristalina (Santos, 1989).

A subdivisdo para os argilominerais cristalinos possui duas classes gerais. De
acordo com o Comité Internacional pour I'Etude dés Argiles, o primeiro sdo os silicatos
cristalinos com estrutura em camadas ou lamelas, também chamados silicatos em folha
(sheet silicates) ou filossilicatos, e 0 segundo sé@o os silicatos cristalinos com estrutura
fibrosa (chain struture) (Santos, 1989). Este Ultimo possui apenas dois argilominerais
com estrutura fibrosa: sepiolita e paligorsquita/atapulgita, ou seja, a maior parte dos
argilominerais encontrados na natureza pertence ao primeiro grupo com estrutura lamelar
(Aguiar et al., 2002).

As estruturas cristalinas podem ainda ser divididas em dois tipos, uma com camadas
de 1:1 e outro com camadas de 2:1. A nomenclatura 1:1 e 2:1 se refere ao nUmero de
camadas de tetraedros SiO, e de octaedros de hidroxidos, respectivamente, que entram
na constituicdo da célula unitaria da estrutura cristalina do argilomineral. Portanto, o
empilhamento de uma folha tetraédrica com uma folha octaédrica forma uma camada
1:1 e o empilhamento de duas folhas tetraédricas com uma folha octaédrica entre elas
forma uma camada 2:1. Nas estruturas 1:1 se encontram a caulinita, as serpentinas e os
argilominerais ferriferos. Nas estruturas 2:1 estéo o talco-pirofilita, as micas, as esmectitas,
as vermiculitas, as cloritas e atapulgita (Coelho et al., 2007).

Estas estruturas cristalinas sdo constituidas por camadas tetraédricas de silicio e
octaédricas de aluminio. Os vértices dos grupos tetraédricos e octaédricos sdo compostos
por atomos ou ions oxigénio e por ions hidroxila, que estao ao redor de pequenos cations,
geralmente, com certo grau de substituicdo isomoérfica que séo responsaveis pelo excesso
de cargas elétricas negativas na superficie das plaquetas. Todas as posi¢cdes da camada
octaédrica podem ser preenchidas (formas trioctaédricas) ou somente dois tercos delas
podem estar preenchidas (formas dioctaédricas) (Coelho et al., 2007; Santos, 1989).

De acordo com Zhu et al. (2015; 2016) as argilas ainda podem ser classificadas
em tipo | e tipo Il, dependendo do seu método de sintese. Enquanto a tipo | é sintetizada
pela intercalagéo de pequenos cations organicos, a tipo Il & obtida pela modificagdo com
surfactantes catidnicos, como o dialquil dimetil aménio e outros sais quaternarios.

As argilas, em sua maioria, séo hidrofilicas, o que acaba impedindo o seu uso como
adsorvente de materiais hidrofébicos ndo polares e/ou espécies organicas carregadas
negativamente. Deste modo, € necessaria a modificacdo quimica por meio do uso de
surfactante catiénico, que combina as propriedades inorganicas do material, com o
ambiente de atuacado hidrofébico. A intercalagdo de surfactantes catiénicos, por meio da
troca ibnica com os cations inorganicos, altera a natureza quimica de partida do material
de hidrofilico para hidrofébico, enquanto se expande nos espagos entre camadas, para a
adsorgdo de compostos organicos (Oliveira et al., 2017).
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Spectrogel

A argila Spetrogel (tipo C) é uma variedade de argila organofilica comercial com
alta afinidade por compostos organicos, portanto, € geralmente aplicada na remocgéo de
compostos organicos derivados de petréleo (Maia, 2019).

O comportamento de adsor¢céo em argilas do tipo Il, como a Spectrogel, é bastante
complexo, uma vez que geralmente apresentam pequena area especifica e volume de
poros e intercalares que podem se expandir na presenca de agua (Zhu et al., 2015).

A Spectrogel € uma argila comercial do tipo bentonita. O nome bentonita foi usado
pela primeira vez em uma argila plastica descoberta em Fort Benton, Wyoming-EUA (Darley;
Gray, 1988). Bentonita pode ser definida como uma rocha constituida essencialmente
por um argilomineral montmorilonitico (esmectitico) que é um hidrosilicato de aluminio,
formado pela desvitrificagdo (processo de uma substancia em estado de vidro passar para
o estado cristalino) e subsequente alteragdo quimica de um material vitreo, de origem
ignea, usualmente um tufo ou cinza vulcanica em ambientes alcalinos de circulacéo restrita
de agua (Ross; Shannon, 1926). Segundo Silva e Ferreira (2008) é observada uma grande
variedade de cores, com argilas de tonalidades rosea, verde, vermelha, creme, amarela,
cinza e chocolate.

Além disso, a bentonita pode ser célcica, sodica e policationica. Quando sbdica
apresenta uma caracteristica fisica muito particular de expandir varias vezes o seu volume
e quando em contato com a agua, forma géis tixotropicos (Dantas et al., 1984). No caso das
argilas célcicas ou policatidnicas, a quantidade de 4gua adsorvida é limitada e as particulas
continuam unidas umas as outras por interacbes elétricas e de massa. Essa, deve-se a
forca de atracdo entre as camadas, que € acrescida pela presencga do célcio, reduzindo a
quantidade de 4gua que podera ser adsorvida, enquanto o cation sédio provoca uma menor
forga atrativa, permitindo que uma maior quantidade de agua penetre entre as camadas e
seja entdo adsorvida (Silva; Ferreira, 2008).

Algumas bentonitas, apds a troca catidnica, apresentam também, a propriedade
de inchar em solventes organicos e um carater organofilico bastante elevado. O tipo de
bentonita sddica, o tipo de sal quaternario de amdnio e o processo de obtencéo da argila
organofilica, irdo definir os solventes orgénicos nos quais as argilas irdo inchar (Barbosa
et al., 2006).

As bentonita em sua forma natural, sem nenhum tratamento, possui moderada carga
negativa superficial, conhecida como capacidade de troca de cations expressa em meq/100
g que varia de 80 a 150 meg/100 g de esmectita, elevada area especifica, propriedades
de intercalacdo de outros componentes entre as camadas e resisténcia a temperatura e a

solventes (Silva; Ferreira, 2008).
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As bentonitas sdo materiais importantes para as industrias, porque sdo encontrados
em abundéancia na natureza e, portanto, tem um baixo custo. Na sua forma estrutural, as
argilas séo hidrofilicas, sendo ineficientes para adsor¢éo de compostos organicos. Quando
submetidas a tratamentos quimicos, como, por exemplo, com sais quaternarios de aménio
sua superficie pode ser alterada apresentando um carater hidrofébico e organofilico, as
quais apresentam uma grande afinidade por compostos orgénicos. Devido ao carater
organofilico, as argilas modificadas, estdo sendo estudadas visando ao seu uso na
adsorcéo e retencéo de residuos industriais perigosos, de contaminantes organicos, de
residuos derivados de petroleo e no revestimento de tanques de 6leo ou gasolina e de
aterros (Bertagnolli, 2011; Nascimento et al., 2014).

As argilas bentoniticas, esmectiticas e montmoriloniticas sdo extremamente
versateis quanto a sua capacidade de sofrer modificacbes (taylor made) de acordo com as
propriedades desempenhadas em virtude das caracteristicas fisico-quimicas resultantes
de sua estrutura cristalina. Estas argilas apresentam 140 usos industriais superando em
numero de aplicacdes todas as outras argilas industriais reunidas (Silva; Ferreira, 2008).

O mercado de bentonita esta concentrado nos Estados Unidos, em sequéncia na
Alemanha e Turquia, se apresentando entre os principais produtores mundiais. O maior
produtor mundial de bentonita é os Estados Unidos, e no Brasil os depdésitos de argilas
bentoniticas da Paraiba se constituem em um dos mais importantes sedimentos brasileiros
deste bem mineral. De acordo com o Departamento Nacional de Producéo Mineral (DNPM),
no Brasil, a Paraiba apresenta-se como o principal Estado produtor de bentonita, com 87
% da producédo nacional, seguido por Sao Paulo (7,3 %), Rio de Janeiro (4,4 %) e Parana
(0,2 %). A producéo brasileira gira ao redor de 300 mil t/a, que representa 3 % do consumo
mundial (Dantas et al., 1984).

Ativacdo Acida

Os tratamentos ou modificac6es de minerais de argila sao divididos em: modificagao
fisica (tratamento térmico ou microondas) que envolve a alteragdo da composigao quimica
e estrutura cristalina pelo efeito da alta temperatura (acima de 200 °C), modificagdo quimica
que € a alteracé@o da estrutura e dos grupos funcionais de superficie e o tratamento de
pilarizag@o que envolve produtos quimicos (Hussin et al., 2011).

Tratamentos de argila com &cidos inorganicos de concentracdo bastante elevada
e, geralmente, em temperatura alta sdo conhecidos como ativacao acida (Pereira Neto
et al., 1993). Algumas argilas apdés serem ativadas quimicamente com acidos, adquirem
ou aumentam as propriedades adsortivas. A ativacdo acida altera a estrutura cristalina, a
composigao quimica e as propriedades fisicas das argilas, transformando essas argilas em
um insumo de grande importancia para a industria (Foletto et al., 2003; Pereira Neto et al.,
1993).
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Esse tratamento muitas vezes pode substituir cations intercambiaveis tais como os
fons H* e AlI** e outros céations que ocupam os sitios tetraédricos e octaédricos, deixando
grupos SiO, em grande parte intactos. Os sais solUveis s&o dissolvidos parcialmente com
o ataque acido, resultando numa redugéo dos teores de ferro e aluminio (Bhattacharyya;
Gupta, 2008).

Geralmente, o ataque &cido provoca modificagdes nas propriedades estruturais das
argilas, aumentando a area especifica, obtendo sélidos com alta porosidade, juntamente
com a eliminacdo de diversas impurezas minerais e a dissolugcdo parcial das camadas
externas, além de boa estabilidade térmica. A mudancga da area especifica e da estrutura
porosa das argilas devido ao tratamento com é&cido, depende da argila, da composicao
quimica, do tipo de cations entre as camadas, do tipo de acido, da temperatura e tempo
do processo e outros fatores ambientais (Bhattacharyya; Gupta, 2008; Hussin et al., 2011;
Oliveira et al., 2013).

Alguns dos acidos utilizados para o tratamento incluem &cidos inorgénicos, como o
acido cloridrico, sulfurico e nitrico, e organicos, como acético, citrico, oxalico e latico. Entre
todos esses, o acido cloridrico (HCI) e o acido sulfarico (H,SO,) s&o os mais amplamente
utilizados na ativacdo acida, porque mostram uma forte afinidade pelos parametros de
processos, acompanhados de bons resultados e capacidade de adsorcéo (Hussin et al.,
2011).

Alguns grupos de pesquisa obtiveram resultados relevantes no tratamento de argilas
com acidos fortes. Oliveira et al. (2013) estudaram a ativacao de paligorsquita (atapulgita)
de Guadalupe-Piaui, por meio de tratamento com acido sulfurico usando um projeto fatorial
de dois niveis. Os parametros estudados foram molaridade da solucdo, temperatura e
tempo, tendo como varidvel resposta a area especifica BET. Todas as condi¢des (1mol/L,
3 mol/L e 5 mol/L) utilizadas resultaram em aumento da area especifica da argila, sendo o
mais efetivo a solugéo de H,SO, a 5 mol/L durante 1 hora a 70 °C, com 282 m?/g, enquanto
na argila natural era de 84 m?/g. As amostras ndo tiveram alteragbes consideraveis na
estrutura e morfologia. A temperatura, molaridade e a interagdo destes parametros foram
os fatores significativos na ativacgéo.

O tratamento mais severo com a solugdo a 5 mol/L a 70 °C lixiviou a argila. Os
autores ainda citam que de acordo com Frini-Srasra e Srasra (2008), a ativacao acida pode
diminuir a cristalinidade da argila devido a remogé&o de céations octaédricos (Mg, Fe e Al). O
processo comega lentamente porque os canais ainda estao fechados, com o tempo os H*
conseguem acessar 0s canais e 0s protons ndo apenas removem as impurezas dentro dos
canais, mas também comecam a lixiviar os cations octaédricos.

No trabalho de Barrios et al. (1995) a argila foi decantada e em seguida foi tratada
em solugdes acidas com diferentes concentragdes de 1 mol/L, 3 mol/L, 5 mol/L e 7 mol/L
de HCI por 1h, em temperatura ambiente. A argila tratada em 7 mol/L de HCI foi lixiviada.

O melhor resultado foi para a solu¢do de 5 mol/L, pois foi mantida a estrutura cristalina da
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argila e teve aumento de area especifica (280 m?/g). Diferente do estudo feito por Pereira
Neto et al. (1993), que avaliaram a ativagdo acida em solu¢des entre 1 mol/L e 7 mol/L
de HCI, a 70 °C, em diferentes periodos de tempo (30 min a 7 h) e obtiveram o melhor
resultado para as argilas tratadas na solugdo de 7 mol/L HCI por 7 h. Segundo os autores
ndo houve alteragdes estruturais.

Zhang et al. (2010) avaliaram trés tipos de &cidos diferentes para a ativacéo da
Atapulgita/paligorsquita em variadas concentragbes: HCI (1, 2, 4, 6, 8 e 12 mol/L), H,SO,
(0,1,0,2, 0,5, 1,6, 2,3, e 3 mollL) e H,PO, (0,2, 0,5, 1,6, 2,3, 3 e 3,6 mol/L). Os autores
ativaram a argila imergindo nas solu¢des de 100 mL de acido nas variadas concentracoes
com agitacdo a 80 °C, durante 1h. Apos a ativacdo as amostras foram lavadas com agua
destilada até atingir pH 6,0 e secas a 105 °C por 8 h. O objetivo foi analisar a influéncia do
tipo de 4cido e da concentragdo na composi¢ao quimica, isotermas de adsor¢ao-dessorcao
a 77 K, distribuicdo de tamanho de poro, area especifica e volume de poros foram obtidas.
A maioria dos componentes (Al, Fe, Mg, K, Ca, Cu, Mn, Cr etc.) da argila foram corroidos
e dissolvidos nas solugbes &cidas, exceto para Si e Ti, principalmente, com o uso do
HCI em concentragdes molares mais fortes. Os resultados mostraram que a solucéo de
HCI mesmo em pequenas concentragdes, como a de 2 mol/L foi suficiente para se obter
os melhores resultados, uma vez que, um maior aumento das concentracées néo teve
influéncia significativa.

You et al. (2013) modificaram a atapulgita com HCI diluido a 80 °C por 12h. Para
estudar a ativagdo acida das argilas do tipo bentonita Rozic et al. (2010) utilizaram um
planejamento de delineamento central de composto rotacional (DCCR) para o projeto
experimental e andlise dos resultados da ativacdo acida da bentonita. As condicoes ideais
para a ativacdo acida da bentonita foram obtidas quando empregaram 4,5 mol/L de HCI a
90 °C em 450 rpm, por 3 horas, com uma propor¢éo de argila para acido de 1:4,5.

O comportamento das argilas frente as modificagbes estruturais pelos tratamentos
de lixiviagdo ou ativagdo acida, intercalagéao e pilarizagdo nao € simples e dificilmente podem
ser feitas generalizagdes de tratamentos. De modo geral, as respostas aos tratamentos
dependem das quantidades e natureza dos argilominerais, assim como do lote de material
especifico a ser analisado, com pouca generalizacdo (Morales-Carrera et al., 2009).
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Estudos com Enzimas Imobilizadas em Argilas

You et al. (2013) imobilizaram lipase de Burkholderia cepacia em atapulgita
modificada por reacao de reticulagdo para produgdo de biodiesel com o6leo de Jatropha
(Pinhdo Manso) como matéria-prima. O método desenvolvido para preparacdo do suporte
foi com HCI diluido (os autores ndo apresentaram a concentragdo empregada), a 80 °C por
12 h. O excesso de acido foi removido por lavagens repetidas com agua deionizada. A argila
tratada com &cido foi seca a temperatura de 50 °C e posteriormente levada para a etapa de
modifica¢@o a fim de realizar o procedimento de ligag@o covalente com a enzima. A argila
tratada com acido foi entdo funcionalizada com APTS e ativada com glutaraldeido. Os
autores utilizaram 0,2 g de enzima/ 10 mL tampao (0,01 Mol/L, pH 6,0) para 1 g de suporte,
por 24 h a 25 °C e 15 rpm. O biocatalisador obtido foi utilizado na produgéo de ésteres de
etila do 6leo de pinhdo manso. O rendimento em ésteres foi de 94 % e a lipase imobilizada
manteve 95 % de sua atividade relativa por 10 ciclos de uso. Os mesmos autores, em outro
artigo (YOU et al. 2011), também utilizaram este método para modificagdo da atapulgita
para purificagédo, imobilizagédo e caracterizagdo da acido linoleico isomerase (enzima que
isomeriza o acido linoleico, preferencialmente para as formas cis-9 e trans-11).

Yagiz et al. (2007) estudaram a imobilizacao de lipase de Thermomyces lanuginosu
em argila hidrotalcita sintética, por método de adsorcédo avaliando os efeitos do pH,
temperatura e tempo de contato. A quantidade de proteina imobilizada na hidrotalcita nas
condi¢bes 6timas foi de 13 mg/g, em pH 8,5 e a 4 °C, ap6s 5 horas. Nos testes de reuso, a
lipase imobilizada reteve 36 % da atividade inicial a 45 ° C até o sétimo ciclo. Secundo et
al. (2008) imobilizaram lipase de Candida antarctica B (CALB) e de Burkholderia cepacia
(LBC) em argila beidelita sintética. Os autores observaram que a imobilizacdo da lipase
por adsorgdo nas argilas foi influenciada pelo grau de substituicdo do aluminio pelo silicio.
A imobiliza¢do percentual foi significativamente maior para CALB, em comparacdo com a
LBC, para uma mesma amostra de argila.

Dong et al. (2012) imobilizaram a lipase de pancreas suino (0,05 g de p6 de lipase
em 5 mL de solugdo tampédo de variados valores de pH de 4 a 8) em organobentonita
preparada com sal quaternario. A lipase mostrou atividade de 347,8 U/g, apresentando
melhor resisténcia ao pH e a inativagdo por aquecimento em comparagdo com a lipase
livre. Ap6s armazenamento de oito dias reteve 80,7 % da atividade inicial e manteve 82,5
% da atividade inicial ap0s seis ciclos de uso, mostrando a excelente estabilidade da lipase
imobilizada por adsorcéo.

Tzialla et al. (2009) usaram trés tipos diferentes de argila esmectita (Laponite, SWy-
2 e Kunipia) tratadas com surfactante de octadeciltrimetil-aménio, para a imobilizagéo da
lipase de Candida antarctica B. Os autores confirmaram boa capacidade de adsor¢do da
lipase nas tré amostras de argila, com rendimentos de imobilizagéo que variaram de 80 a
96 %. Reshmi, Sugunan (2013) utilizaram argila montmorilonita K-10 para imobilizar por

adsorgéo e ligagéo covalente a lipase de Candida rugosa.
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A aplicacdo da argila Spectrogel® como suporte na imobilizacdo de lipases nao
foi encontrada na literatura. Foram encontrados apenas relatos para bentonitas de
forma geral, como por exemplo, o estudo de Yesiloglu (2005), que imobilizou a lipase de
Candida rugosa em bentonita ativada com é&cido sulfarico, por deposicao direta da solugéo
enzimatica (5 miligramas de lipase em solugdo tampao) sobre bentonita suspensa num
solvente orgénico. A atividade enzimatica retida na lipase imobilizada foi de 30 %. Segundo
0 autor os resultados indicaram que a bentonita pode ser utilizada como suporte para lipase
de C. rugosa. A imobilizagéo da lipase de Candida rugosa por adsor¢do em bentonitas
modificadas com surfactante, foi estudada por Ghiaci et al. (2009), os autores conseguiram
uma imobilizacédo de 61,2 %. Ramos et al. (2011) também estudaram a imobilizagdo da
lipase de C. rugosa por adsor¢cdo em bentonita modificada com surfactante catiénico e
obtiveram 33,5 % de imobilizag&o.

CONCLUSAO

A crescente preocupagdo mundial com o esgotamento das fontes de energia nédo
renovaveis tem impulsionado novas pesquisas que permitam reduzir os custos e melhorar
processos de producdo de biodiesel. Em geral, a imobilizacdo oferece uma série de
vantagens e apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na
imobilizacéo de enzimas, ndo ha um método e um suporte aplicavel para todas as enzimas.
Portanto, para cada aplicagcdo de enzima imobilizada é necessario avaliar o procedimento
mais adequado e que resulte num catalisador que apresente elevada atividade e alta
estabilidade operacional.

A primeira etapa € conhecer as propriedades da superficie da enzima e do suporte a
serem utilizados, para a escolha do método de imobilizacdo. Existem os métodos fisicos e
quimicos para imobilizacdo de enzimas. Por meio do método fisico ndo ha interagéo entre
a enzima e o suporte, como aprisionamento no interior de microcapsulas ou membranas
de parede semipermeavel. Para o método quimico, as enzimas se ligam na superficie dos
suportes por adsorcéo e ligagdo covalente, sendo estes Ultimos os mais encontrados na
literatura.

O uso de enzimas como biocatalisadores na industria requer o uso de biorreatores
eficientes para a geracao de produtos de interesse. Reatores operando em modo batelada
ainda sdo muito utilizados no desenvolvimento de novos processos, inclusive enzimaticos.

O uso de biocatalisadores imobilizados aliados ao uso de matérias primas renovaveis,
como € o caso do 6leo bruto da polpa de macauba, que pode ser empregado como uma
ferramenta para aumentar a eficiéncia de processos biotecnoldgicos e, consequentemente,
reduzir custos de producéo de ésteres.

Por fim, a partir da revisédo da literatura apresentada, pode-se observar que os
materiais argilosos ainda sdo pouco empregados como suportes para a imobilizacédo de
lipases.
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