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Enzymes and lonic Liquids: a Promising Combination Towards a Clean
Biodiesel

Abstract: The current manuscript describes the advantages of ionic liquids and lipases
(enzymes) association towards a clean biodiesel. Acidic and basic catalytic processes,
as their technological drawbacks are discussed herein. The main interaction between
such enzymes and ionic liquids are presented for a better understanding of the
improvement on the catalytic activity of lipase enzymes when these biocatalysts are
supported on an ionic media. Selected examples of recent scientific literature are
described to show the promising and powerful combination towards a clean biodiesel
synthesis.
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Resumo

O presente artigo descreve as vantagens decorrentes da combinacao de liquidos
ibnicos com enzimas (lipases) visando a obtencdo de um biodiesel mais limpo. Sdo
discutidos os processos catalisados por acidos e por bases e as suas desvantagens sdo
discutidas. As principais interagdes entre as enzimas e os liquidos iGnicos sdo
apresentadas para se entender o porqué de uma melhora na atividade catalitica de
lipases quando estes biocatalisadores sdao suportados neste meio ibnico. Exemplos
selecionados da literatura cientifica atual sdo descritos para exemplificar o poder e a
perspectiva desta combinacdo tdo promissora para a sintese de um biodiesel limpo.

Palavras-chave: Biodiesel; enzimas; liquidos i0Gnicos.

* Universidade de Brasilia, Laboratério de Quimica Medicinal e Tecnoldgica, Instituto de
Quimica, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Caixa Postal 4478, CEP: 70904-970,
Brasilia-DF, Brasil.

1 brenno.ipi@gmail.com

Rev. Virtual Quim. |Vol 5| |No. 1| |74-94|


http://www.uff.br/rvq
mailto:brenno.ipi@gmail.com

Volume 5, Niumero 1

Janeiro-Fevereiro 2013

Revista Virtual de Quimica
ISSN 1984-6835

Enzimas em Liquidos Ionicos: Uma Combinag¢ao Promissora
para um Biodiesel Limpo

Gisele A. Medeiros,*” Silvia B. Gongalves,” Dasciana S. Rodrigues,’
Brenno A. D. Neto™*
? Universidade de Brasilia, Laboratério de Quimica Medicinal e Tecnoldgica, Instituto de

Quimica, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Caixa Postal 4478, CEP: 70904-970,
Brasilia-DF, Brasil.

b Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Centro Nacional de Pesquisa de Agroenergia.
Parque Estacdo Bioldgica - PqEB s/n, Asa Norte, Brasilia, Brasil. CEP 70770-901.

* brenno.ipi@gmail.com

Recebido em 29 de janeiro de 2013. Aceito para publicagdo em 30 de janeiro de 2013

1. Introdugao
2. Enzimas e a Classe das Lipases
2.1. Lipases

3. Liquidos I6nicos e Enzimas

4. Sintese Enzimatica de Biodiesel em Liquidos I06nicos

5. Conclusdes e Perspectivas

1. Introducao

As questdes relativas ao uso e a geracao
de energia sdo, cada vez mais, assunto de
muitos debates, controvérsias, crises e
preocupac;c")es.l'2 A geracdo de energia nos
seus primérdios baseava-se na forca de
animais e humanos e em recursos naturais
como vento, agua e carvao vegetal. O melhor
aproveitamento do uso do carvao vegetal
pelos ingleses levou a invencdo e
popularizacdo da maquina a vapor e deu
inicio a Primeira Revolu¢do Industrial.
Durante muito tempo o carvao foi a principal
fonte de energia. Com a descoberta do
petréleo, os “fornos a vapor” foram sendo

substituidos por motores de combustdo
interna acionados por sistemas de ignicdo, e
a queima deste combustivel é até hoje
dominante no mundo. Com o aumento
crescente da populacdo mundial e, em
consequéncia, das necessidades de
transporte, a queima de combustiveis fdsseis
aumentou significativamente a emissdao de
gases poluentes, e estudos recentes apontam
que estes gases sdo responsaveis pelo
aumento da temperatura do planeta, desgelo
das calotas polares, extincgdo de algumas
espécies marinhas, diminuicdo excessiva do
pH das chuvas (chuvas acidas), alteracdo de
correntes marinhas e do surgimento e
agravamento de doengas respiratorias
cronicas.>®
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Uma das solugcbes para enfrentar a crise
energética mundial, com grande
aceitabilidade, é o desenvolvimento de
fontes renovdveis de energia. Um exemplo
atual é a utilizagdo do bicombustivel (e.g.
biodiesel) como substituto do diesel, hoje,
parcialmente, mas com perspectiva de
substituicdo total. Os déleos vegetais sdo
extremamente eficientes em processos de
combustdo, o que é sabido desde 1900.
Rudolf Diesel testou em seu motor
(denominado motor a diesel) o petrdleo
bruto e o 6leo de amendoim. Em ambos os
casos, o motor funcionou, porém, naquela
época o petréleo era a alternativa mais vidvel
do ponto de vista econdémico, pois suas
fontes pareciam, a principio, inesgotaveis.®

Entre os biocombustiveis utilizados
atualmente,” destacam-se o etanol e o
biodiesel.®® O Brasil é a referéncia mundial,

Ya

desde a década de 70, no uso de etanol como
combustivel. Atualmente, observa-se um
forte investimento governamental para o
desenvolvimento de tecnologia do biodiesel,
levando o Brasil a se destacar no cenario
mundial. A produc¢do brasileira de biodiesel
cresce anualmente. A Figura 1 exemplifica o
aumento da producdo nacional de biodiesel
puro (B100), desde 2005. Pode-se observar
que a partir de 2008, o aumento passou a ser
mais expressivo. Isso ocorreu porgue naquele
ano a mistura do biodiesel puro (B100) ao
O6leo diesel passou a ser obrigatéria.
Inicialmente eram adicionados 2 % de
biodiesel no 6leo diesel e, atualmente, o
percentual é de 5 %, segundo a Resolugdo
CPNE n?2 6 de 16/09/2009 da Agéncia
Nacional do Petrdleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP).

18,0

16,0

Barris dePetroleo (em milhdes)

Figura 1. Crescimento da producdo nacional de biodiesel puro (B100) por todas as unidades
produtoras autorizadas pela ANP desde 2005. (Adaptado da referéncia 20)

Por possuir caracteristicas extremamente
atrativas, o biodiesel é, sem duvida, uma
alternativa como substituto do diesel
mineral. Algumas destas caracteristicas sao:

() E obtido a partir matérias-primas
renovaveis;

(i) Sua  combustdo gera menos
hidrocarbonetos, mondxido de carbono e

policiclicos aromaticos do que o diesel, além
de ndo produzir didxido de enxofre;

(iii) Por ser menos viscoso que o Oleo
diesel, proporciona maior lubricidade do
motor, desgastando menos suas partes;

(iv) Maior eficiéncia de queima e
diminuicdo significativa de residuos nas
partes internas do motor;
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(v) Estudos de ciclo de vida mostram que
o biodiesel gera mais de trés vezes a energia
necessaria do que para sua producdo, além
de proporcionar um saldo negativo de
dioxido de carbono, porque sua biossintese
nas plantas fixa CO,.2

Entretanto, pelo fato de ser uma
tecnologia extremamente promissora,™* atual
e em fase de implementacao, a producao do

biodiesel ainda apresenta inimeros
problemas tecnoldgicos. A prépria sintese do
biodiesel exemplifica esses problemas.

Atualmente, o biodiesel produzido no Brasil é
sintetizado principalmente através da reacgdo
de transesterificacdo entre odleos vegetais
(principalmente o dleo de soja) e
monoalcodis (metanol ou etanol) em reagdes
catalisadas por uma base ou um 3acido. H3
muito tempo, d6leos e gorduras animais e
vegetais (constituidos essencialmente por
triacilglicerideos) desempenham um papel
importante em muitos segmentos industriais
e comerciais, como materiais poliméricos,
lubrificantes, biocombustiveis,
revestimentos, adesivos estruturais, tintas,
entre outros.'* ™

O processo que utiliza catdlise acida
requer consideravel excesso de dalcool para
obtencdao do produto em alto rendimento.
Em contrapartida, a catdlise bdasica favorece
reacbes de saponificacdo, o que dificulta a
purificacao dos ésteres formados. Em ambos
0os casos, pode-se observar corrosdo nos
reatores, provocada pelo meio altamente
basico ou acido, e grande quantidade de agua
é necessaria para a purificacdo dos ésteres.™
O excesso de agua gera grandes quantidades
de rejeitos com pH inadequado para o
descarte e uma elevagdao significativa no
custo do tratamento dos residuos.

Na Bélgica foi depositada a primeira
patente mundial relacionada a etandlise de
oleo vegetal (no caso dendé), a qual utilizava
bases fortes de Bronsted como catalisadores,
como: hidréxidos e alcoxidos de metais
alcalinos.” Um fato relevante a ser destacado
é que este sistema catalitico ndo pode ser
aplicado ao se trabalhar com dleos e
gorduras com alto indice de acidez, ou alta
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concentracdo de acidos graxos livres, devido
ao favorecimento da reagdo indesejavel de
saponificacdo, que consome o catalisador e
gera sabO0es em grandes quantidades,
levando a formacdo de emulsdes estaveis
que dificultam a separacdo e purificacdo do
biodiesel, sendo essa a principal limitacdo do
sistema catalitico patenteado. Os acidos
fortes de Bronsted foram propostos
inicialmente nos Estados Unidos,™® sendo os
principais exemplos os 4cidos sulfurico,
fosfdrico, cloridrico e organossulfénicos. Os
acidos de Bronsted s3do preteridos na
indUstria por serem muito agressivos para os
equipamentos, causando um desgaste mais
rapido e, por isso, exigindo maiores
investimentos e encarecendo o produto, e
também por possuirem atividades até 4000
vezes inferiores as dos catalisadores
basicos."

Tendo em vista todos os aspectos
apresentados bem como suas dificuldades
inerentes, a catdlise usando acidos de Lewis
ou organometalicos tornou-se, naturalmente,
a melhor opcdo para a producdo de biodiesel.
Na catalise homogénea com metais como
Sn*?, cd*’, Zn** e Pb* foram empregados
alguns métodos cataliticos com relativo
sucesso.”®™ Entretanto, as condicdes mais
drasticas, inviabilizam, de certa forma, a
producao em larga escala e,
consequentemente, o emprego destas
metodologias na industria. Além de haver
contaminagao do produto com os respectivos
metais, o que é altamente indesejavel.

Com o objetivo de se minimizar tantos e
diversos problemas tecnoldgicos associados a
sintese de biodiesel, métodos alternativos
como o da catdlise bifasica (heterogénea),
uso de bases organicas e mesmo a utilizagao
de diferentes enzimas foram testados ao
longo dos anos.”*?* Ainda hoje, as principais
formas de obtencdo deste biocombustivel
ocorrem por vias cataliticas acidas e basicas,
sendo a catdlise bdsica amplamente
predominante. Como citado anteriormente,
estas vias cataliticas apresentam inumeras
desvantagens. Sendo assim, neste artigo,
abordaremos a utilizacdo de lipases
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suportadas em liquidos ibnicos como meio de
sintese do biodiesel, pelo fato de ser um dos
sistemas mais promissores no que diz
respeito a facilidade de manuseio do
catalisador, a obediéncia aos principios da
quimica verde e a diversas outras vantagens
gue serdao melhor abordadas e discutidas ao
longo do texto.

2. Enzimas e a Classe das Lipases

Enzimas sdo proteinas capazes catalisar
reacbes bioldgicas para viabilizar a
manutencdo e desenvolvimento de células.
As proteinas sdo formadas por ligagdes
amidicas peptidicas entre aminodcidos, e as
cadeias podem conter centenas ou até
milhares de aminodcidos. A interagao entre
aminodcidos de diferentes posi¢des da cadeia
levam a formacdo de uma estrutura terciaria
(Figura 2), cuja integridade é importante para
preservacdo da atividade catalitica destas
enzimas.” A descoberta de que as enzimas
podem catalisar reacées em ambientes muito
diferentes daqueles nos quais elas foram
originalmente produzidas e desenhadas para

Ya

exercer as suas funcgdes, permitiu o
desenvolvimento de novas rotas de sintese
de  moléculas cuja  produgcdo com
catalisadores quimicos era muito dificil, ou
mesmo inviavel. Atualmente, varios
processos industriais empregam enzimas em
diferentes meios, inclusive na presenca de
solventes organicos.”®* Uma das principais
vantagens na utilizacdo de enzimas como
catalisadores é a seletividade observada nas
reagdes. Isto ocorre devido a preferéncia
elevada por um determinado substrato, ou
seja, a capacidade de reconhecer a estrutura
de moléculas.”® Do ponto de vista industrial
isto & muito interessante, pois facilita a
purificagdo do produto de interesse. Outra
vantagem dos processos  enzimaticos
relaciona-se com o gasto energético. A
maioria das enzimas apresenta bom
desempenho em condi¢Ges suaves de

temperatura e pressdo, demandando baixo
consumo de energia quando comparado a
outros processos. Além destas vantagens, os
processos enzimaticos atendem ao grande
apelo ambiental devido ao menor acumulo
de residuos,
biodegradaveis.

pois as enzimas sdo

29,30

Figura 2. Representacdo tridimensional da proteina BSA (albumina do soro bovino). Estrutura
obtida por difracdo de raios-X disponivel gratuitamente no PDB (Protein Data Bank -
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) sob a identificacdo PDB ID 3V03
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Apesar de as vantagens supracitadas, o
elevado custo de producdo das enzimas ainda
é um dos principais obstaculos para a
aplicagdo comercial mais ampla destes
biocatalisadores. Estratégias para
estabilizacdo e reuso de enzimas vem sendo
investigadas ha muito tempo para viabilizar a
sua utilizagao na produ¢dao em larga escala de
produtos de valor unitario final relativamente
baixo, mas que tém grande importancia do
ponto de vista ambiental, como ocorre com
os biocombustiveis.*3*

O biodiesel, um dos principais
bicombustiveis utilizados, é um liquido
semelhante ao diesel de petréleo.
Entretanto, o) biodiesel nao tem
contaminantes indesejaveis do diesel oriundo
do petréleo, como, por exemplo, o enxofre, o
que reduz a emissao de poluentes durante a
queima.®® Processos de sintese do biodiesel
também podem envolver o uso de liquidos
i6nicos, fluidos supercriticos, combinag¢Ges de
ambos e mesmo processos de pirdlise,>****°
visando desta forma, a superacdo dos
problemas apresentados por processos
puramente acidos ou alcalinos.*?>***" Neste
sentido, uma alternativa viavel é utilizar a
transesterificacao enzimatica.® A
transesterificacdo neste processo ocorre
através do uso de lipases, enzimas
amplamente utilizadas em rea¢des em meio
aquoso e ndo aquoso, sendo uma das classes
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de enzimas mais importantes em processos
biotecnoldgicos.”®*

2.1.Lipases

As lipases (Triacilgliceril-hidrolases, E.C.
3.1.1.3 - Figura 3) desempenham importante
funcdo na natureza, a de metabolizar
gorduras, uma das principais fontes de
energia para os seres vivos. O substrato
natural dessas enzimas sdo os triglicerideos,
porém elas podem catalisar a sintese ou a
hidrélise de outros ésteres de 4cidos
graxos.43 As lipases podem catalisar reagGes
de hidrdlise, alcodlise, aciddlise, esterificacdo
e transesterifica(_;z?\o.37

As lipases podem ser encontradas em
tecidos de animais e plantas, podendo
também ser produzidas por micro-
organismos. A escolha da fonte de lipases
para aplicagdes industriais deve levar em
consideracdo a possibilidade de utilizagdo de
mono-, di- e triglicerideos, a utilizacdo de
acidos graxos livres, baixa inibicdo pelo
produto, alta atividade em meio aquoso e
ndo-aquoso, potencial de utilizacao

continuada, estabilidade frente a agentes
distorcionantes e.g. temperatura e o uso de
solventes.

42,44

Figura 3. Representacao tridimensional da enzima lipase B da Candida antarctica. Estrutura
obtida por raios-X disponivel no PDB (Protein Data Bank -
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) sob a identificacdo PDB ID 1TCB
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A utilizagdo de lipases como catalisadores
permite a execu¢do de processos em
condicdes mais suaves de reacdo com
excelente controle e eficiéncia do processo.*
Além disto, ndo é raro o caso em que lipases
apresentam  substancial atividade em
solventes quase anidros, com manutencdo de
sua estabilidade e atividade sob grandes
variaces de condicdes experimentais.*®

Com base nas caracteristicas de lipases de
diferentes fontes é possivel observar fortes
variagbes em suas propriedades fisicas e
guimicas. A massa molecular de lipases é
funcdo do tipo de lipase e pode variar de 19,4
kDa até valores superiores a 300 kDa.”’A
temperatura 6tima de atividade de cada
lipase é relacionada com a fonte natural
destas enzimas. Ou seja, é possivel observar
lipases que atuam em temperaturas 6timas
de atividade desde 4 °C (organismos
psicrofilos)*™® até temperaturas acima de 100

°C (organismos extremofilos e
hiperterméfilos).*
A aplicagdo de lipases em muitos

deve-se a sua
41—42,50—51A

processos industriais
seletividade e especificidade.
seletividade consiste na capacidade da
enzima distinguir entre dois ou mais
substratos diferentes,** e a especificidade
pode ser entendida como a capacidade que a
enzima tem de gerar um Unico produto a
partir de um determinado substrato, sendo
gue algumas enzimas podem gerar diferentes
produtos a partir de um substrato.

2.1.1. Mecanismo de Ativa¢gdo para
Lipases e a Transesterificagcdo

Lipases de diferentes fontes tém
estruturas terciarias diferentes de modo a
atingir um melhor desempenho catalitico.
Muitas lipases, quando sdo dissolvidas em
agua, assumem, eventualmente, duas
estruturas distintas: uma fechada (inativa) e
outra aberta (ativa), predominando a forma
inativa. Na forma inativa, o sitio ativo da
lipase estd coberto por uma cadeia de
aminoacidos, chamada “tampa”. Na presenca

Vq

de moléculas hidrofdbicas (e.g.
triacilglicerideos), a tampa desloca-se
liberando o sitio ativo, tornando a enzima
ativa.”>>* Este mecanismo é coerente com o
entendimento atual de selecao
conformacional para o funcionamento das
enzimas.>®

Se uma solucdo ou mistura contendo uma
determinada lipase também  contém
estruturas hidrofdbicas i.e. triacilglicerideos,
particulas sélidas hidrofdbicas, bolhas de gas,
proteinas hidrofdbicas, lipopolissacarideos ou
alguns tipos de solventes, a forma aberta das
lipases se torna predominante.“'”’58 A
ativagdo interfacial que ocorre pela interagdo
da area que rodeia o sitio ativo com
superficies  hidrofdbicas, modifica  as
propriedades  funcionais das lipases,
tornando-as mais eficazes. Esta caracteristica
é utilizada também com o objetivo de
purificar, imobilizar e hiperativar algumas
lipases.

A afinidade de lipases por superficies
hidrofébicas é utilizada para purificacdo
destas enzimas. Geralmente, durante o
cultivo de micro-organismos para producdo
dessas enzimas, elas sdo excretadas para um
meio contendo centenas de moléculas
diferentes (contaminantes). Ao se adicionar
um adsorvente hidrofébico (particulas sdélidas
hidrofébicas) no meio contendo as enzimas
lipases e contaminantes, somente as lipases
serdo aderidas ao adsorvente, obtendo-se
assim, esta enzima com elevado grau de

pureza.sg'59

Outro fenémeno observado em solugbes
aquosas de lipases é a formacdo de
agregados proteicos. A formacdo destes
agregados pode alterar a atividade catalitica,
estabilidade e enantiosseletividade da
enzima. Isto ocorre porque a interagao
interproteica (entre duas ou mais lipases)
ocorre principalmente através de dreas
hidrofébicas que cercam o centro ativo. Por
exemplo, lipases derivadas da Candida
rugosa, Humicola lanuginosa e Mucor miehei
tendem a formar agregados bimoleculares,
em solucdo. Para conseguir a predominancia
de formas monoméricas é necessdrio
preparar solugbes enzimaticas em baixas
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concentracgoes, preferencialmente, na acido graxo, segue o mecanismo de ativacdo
presenca de detergentes. Uma excecdo é a  pela lipase utilizando-se a triade catalitica,
lipase da Candida antarctica do tipo B, paraa  tipicamente Ser-His-Glu (serina — histidina —
qual ndo se observa agregados em solugdes 4acido glutdmico). O Esquema 1 mostra o
em agua convencionais.”® mecanismo proposto para este tipo de

A reagdao de transesterificagdo de
triacilglicerideos, ou a esterificacdo direta do

Enzima + Substrato (A =>B=>C=>D)
| ou
Enzima + Produto (D =>C =>B=>A)

H 12 o
N
o i r M
A Aa 210 Glu 341 | 3
Glu 341 0 0. 54 & Aia 210
04\” i, S ) fd’\/‘\jn N
v [ H — o . :
o_ y Ho* Oy o R H
H Nl By Nk] Ser 209
Ser 208 o
|
Hist 449

Hist 449

Esquema 1. () Mecanismo tipico de transesterificacdo (esterificacdo) promovido por
lipases. No presente exemplo, os residuos de aminodcidos indicados sdo da lipase de Candida
rugosa. O substrato (em preto) é ativado, neste caso, pelos residuos de glicina e alanina,

facilitando a reacdo da triade catalitica (serina — histidina — 4acido glutamico). (ll)
Representacdo tridimensional da enzima lipase de Candida rugosa. Estrutura obtida por
difracao de raios-X disponivel no PDB (Protein Data Bank -

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) sob a identificacdo PDB ID 1ZG7. (Ill) Expansdo da
regido do sitio catalitico da enzima lipase de Candida rugosa. Note que os residuos de
aminodcidos estdo nas posi¢cGes dadas na estrutura de raios-X mostrada em (l1)
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Uma glicina (Gly) e uma alanina (Ala)
participam da ativacdo do grupo C=0 que ira
sofrer a reacdo de esterificacdo ou
transesterificacdo préximo ao sitio catalitico
da lipase (no caso a Candida rugosa). Uma
vez que o substrato encontra-se ativado, um
mecanismo concertado e em equilibrio
acontece, conforme indicado no Esquema 1,
indo de “A” para “B”. Na etapa consecutiva
(“B” para “C”) a porcdo alcool (ou agua,
quando R* = H) do substrato é eliminada, e o
mesmo permanece covalentemente unido no
sitio catalitico da enzima. Apds, o subproduto
formado (R'-OH) é trocado pela nova porgdo
alcodlica que se deseja inserir no substrato
(R*-OH), a qual se encontra, normalmente,
em excesso no meio de reagao. Considerando
que o processo acontece em equilibrio, a
liberagdo do produto acontecera no caminho
inverso ao indicado (D > C—> B = A).

2.1.2. Aplicagles de Lipases

A busca por tecnologias de producdo de
baixo custo e ambientalmente favoraveis
despertaram o interesse mundial para o
desenvolvimento de processos utilizando
biocatalisadores em dreas como quimica fina,
farmacéutica, alimentos, téxtil, detergentes,
biocombustiveis e agroquimica.®® As
lipases, neste contexto, aparecem como um
dos principais biocatalisadores utilizados na
producdo de ésteres, acidos, alcodis e outros
compostos obtidos por rotas quimicas mais
dispendiosa.>

Algumas aplica¢Oes de lipases:

(i) Sintese e modificacdo de lipideos
para obtencdo de melhores propriedades
fisicas, quimicas e nutricionais;®

(i) Sintese de ésteres para aplica¢bes na
producdo de plastificantes, lubrificantes,
farmacos, alimentos, detergentes,
cosméticos;®

(iii) Sintese de triglicerideos com inser¢do
de 4cido graxo de interesse numa
determinada posi¢do do triglicerideo;®’

Vq
distinto de

(iv) Produg¢do do aroma
queijos do tipo cheddar;®®

(v) Produgdo de substitutos da manteiga,
aditivos para cereais, balas, aperitivos e
bolos;®

(vi) Adicdo de lipases em detergentes
para degradacdo lipolitica em processos de
lavagem;®

(vii) Sintese de compostos opticamente
puros e polimeros para uso em alimentos
como em produtos de cuidado pessoal da
pele, bronzeadores e dleos de banho;*

(viii) Produgdo de ésteres de acglcares para
serem usados como biossurfactantes;®

(ix) Sintese de produtos ou
intermediarios de farmacos e herbicidas;*

(x) Sintese de biodiesel.*®

A literatura que destaca a aplicagdo de
lipases em sintese e modificagdo do
biodiesel, bem como as diferentes estratégias
para melhora de suas atividades e
estabilidades, vem aumentando
significativamente. Atualmente, esta é uma
das aplicacdes mais promissoras para lipases
relacionadas a tecnologia limpa e sustentavel
de biocombustiveis, como serd discutido
neste artigo.

2.1.3. Llipases Aplicadas a Sintese de
Biodiesel

Por todo o apelo ecoldgico e grande
potencial catalitico das lipases, elas vém
sendo testadas sobre diferentes condicGes
para obtencdo de biocombustiveis, em
especial o biodiesel. Diversos trabalhos
podem ser encontrados na literatura
cientifica explicando as diferentes estratégias
utilizadas para melhorar a atividade catalitica
e o rendimento de obtengdo do biodiesel
através do uso de lipases.”

Como descrito recentemente, existem
muitas vantagens ecoldgicas para se utilizar
enzimas,”* entretanto, muitos desafios
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tecnoldgicos ainda precisam ser vencidos.
Dentre as vantagens do uso de lipases, pode-
se destacar:

(i) As
limpas;

reacdes sdao, de forma geral,

(i) As enzimas podem, em principio,
serem reutilizadas;

(iii) Os rejeitos gerados na reacdo de
transesterificagdo sdo o glicerol e a agua;

(iv) Sao evitados os problemas
tecnoldgicos que sdo observados na catalise
acida e na catalise basica;

(v) N3o se observam corrosGes nos

equipamentos onde as reag¢les sdo
realizadas;
(vi) As enzimas sdo ecologicamente

aceitdveis devido a biodegradabilidade;

(vii) O manuseio das enzimas, de forma
geral, ndo requer maiores cuidados;

(viii) As reagBes promovidas por estes
biocatalisadores ndo requerem, de forma
geral, condicGes especiais como atmosfera
inerte;

(ix) Enzimas sdo normalmente

biocatalisadores ndo toéxicos;

(x) S3do muitas as fontes de obtencdo
destes biocatalizadores.

Por todos estes atrativos, as pesquisas
com lipases para a obtencdo de biodiesel, em
especial, estdo entre os destaques para a
busca por tecnologias mais limpas e atrativas.
Em todo este contexto, os liquidos iGnicos
sdao de grande valia para a superacdao de
indmeros obstaculos tecnoldgicos, como
discutiremos na préxima secdo.

3. Liquidos Ionicos e Enzimas

Os liquidos idnicos (LI) sdo hoje uma das
classes de compostos mais promissoras para

Medeiros, G. A. et al.

se promover processos que atendam os
principios da Quimica Verde. Os LI mostram-
se excelentes substitutos para os solventes
organicos cldssicos, com o diferencial de
possuirem a possibilidade de moldagem de
acordo com as necessidades da reacdo.”””?
Igualmente, LI sdo cada vez mais utilizados na
Industria Quimica em geral.”*

Apesar de ainda haver muita discussao na
literatura sobre a real definicdo dos LI, existe
um conceito mais amplo que parece ser
consenso entre o0s especialistas neste
assunto: LI sdo substancias eletroliticas
liquidas, a temperaturas abaixo de 100 °C,
constituidos exclusivamente por fons.”>”>7®
Essas substdncias tém atraido um grande
interesse, pois possuem caracteristicas fisico-
guimicas Unicas que as tornam um meio
extremamente atrativo,”> como:

(i) Possuem pressao de vapor
desprezivel, ou seja, ndo contribuem para a
poluicdo atmosférica da forma como
contribuem os solventes classicos, o que
torna esses materiais muito atrativos e
ecologicamente benéficos;

(i) Sdo bons solventes para muitos
materiais organicos e inorganicos. Isso
permite que sejam usados em reacdes com
ambos os tipos de reagentes, sendo,
portanto, vidveis e extremamente atrativos
do ponto de vista tecnolégico e industrial;

(iii) Sdo normalmente constituidos por
ions que sdo fracamente coordenantes, por
isso sao potencialmente solventes de
polaridades ajustdveis e ndo coordenantes;

(iv) E possivel escolher-se o LI desejado
dependendo da necessidade de solubilidade
de algum outro solvente ou reagente para
uma reacdo de catalise heterogénea;

(v) Por nao serem inflamdveis podem ser
utilizado em  temperaturas elevadas,
diminuindo os riscos;

M Muitas reacBes orgénicas tém sua

seletividade e rendimentos melhorados
quando realizadas em LI;”’
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(vii) Em muitos casos, os LI conseguem
promover reacbes que sao dificeis de serem
realizadas em solventes organicos classicos.”®

Alguns dos efeitos benéficos citados
anteriormente podem ser atribuidos a
natureza idnica inerente a estrutura desses
materiais que sdo capazes, durante um
processo de transformacdo, co-promover a
formacao e/ou estabilizacao de
intermedidrios, em especial os iGnicos e
polares. Este efeito ocorre através da

Vo

formacdo de diversos pares ibnicos e
agregados supramoleculares:””> é o chamado

“efeito do liquido i6nico” (“ionic liquid
effect”).
Os LI imidazdlios estdo entre os mais

importantes e utilizados na atualidade. Sao
estruturas bem organizadas e formam

diversos canais i0Onicos, vistas por difracdo de
raios-X de monocristais. A Figura 4 ilustra um
LI dicatiénico, com um anion [NiCl,]* em sua
estrutura.”

Figura 4. Vista cristalografica da estrutura de um liquido idnico dicatiénico com o anion
[NiCl,]* ao longo do eixo a. Note que o dnion encontra-se representado como um tetraedro.
(Adaptado da referéncia 79)

Com o aumento do interesse nestes
materiais, varios tipos de reacdes foram
testadas e modificadas com sucesso. Um
exemplo disso sdo as reacbes onde se
aplicam métodos cataliticos. O primeiro
trabalho referente a biocatdlise com enzimas
em LI foi publicado em 2000.”% Desde ent3o,
o numero de artigos dedicados ao estudo de
reacOes biocatalisadas por enzimas vém
aumentando. A Figura 5 mostra
graficamente, através dos anos, o
crescimento do nimero de trabalhos em que
os termos “ionic liquid* and enzyme*”sdo
usados.

Esse visivel crescimento em publicagdes
referente ao uso de enzimas em LI pode ser

atribuido ao fato de que a combinagdo destes
materiais favorece o aumento da atividade
enzimatica, quando comparado aos solventes
orgdnicos convencionais (que inibem a
atividade catalitica).”> O motivo para o
incremento na atividade catalitica é inerente
as caracteristicas dos LI. Tais materiais
ibnicos, por serem modulaveis em suas
propriedades, sdo atrativos visando estudos
de combinag¢des de cdations e anions que
possam  contribuir para uma  maior
biocompatibilidade entre a enzima e o meio
ionico, bem como aumentar a estabilidade
térmica e estrutural enzimatica devido as
interacbes benéficas que resultam desta
combinacdo.®
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Figura 5. NUumero de artigos publicados por ano e as citagdes associadas as palavras-chave
“ionic liquid* and enzyme*”, entre os anos 2000 e 2012. Pesquisa realizada no IS/ Web of
Science em 05/06/2012

E importante ressaltar também que os LI
podem ser considerados substancias
relativamente polares® (de acordo com os
parametros de Kamlet-Taft)®** contribuindo,
por esse motivo, para a estabilizacdo de
estados de transicdo enzimaticos polares e
atenuando eventuais distorcdes
conformacionais causada pela desidratacdo
da enzima, fatores esses que influenciam
diretamente no aumento da atividade
enzimatica. Entretanto, deve-se tomar
cuidado ao se associar a estabilidade de
enzimas exclusivamente ao efeito de LI, pois
a mesma pode ser inerente a sua estrutura
natural, ou seja, pelo enovelamento
caracteristico de suas estruturas tercidrias
(e/ou quaternarias).

O interesse no estudo de enzimas em
solucBGes contendo sais é bastante antigo e
importante, principalmente se considerarmos
que o meio natural destas proteinas é repleto

de sais.’® Sendo assim, a andlise das
interagbes ibnicas e eletrostaticas em
enzimas se faz fundamental para o

entendimento de seu comportamento em
sistemas bioldgicos. Os termos “salting in” e
“salting out” surgiram deste estudo.
Percebeu-se experimentalmente que ao se
adicionar pequena quantidade de um sal a
uma solucdo contendo enzimas os ions
formados na dissociacdo do sal interagem
com as proteinas diminuindo as interagGes
enzima-enzima e, consequentemente,

aumentando a solubilizagdo. Esse fendmeno
foi denominado “salting in”. A medida que a
concentracdo do sal aumenta na solucdo
aquosa enzimatica, a dgua passa a interagir
mais fortemente com os ions formados,
devido a solvatacdo preferencial. Isso leva a
maior interagao enzima-enzima e diminui¢ao
da interagdo com a 4agua, ou seja, a
solubilidade diminui, provocando a
precipitacdo em processo conhecido como

“salting out”.”

Ao se discutir a estabilidade de enzimas
em LI, os chamados “efeitos de Hofmeister”
sdo  fatores importantes a  serem
considerados. Ao  perceber que o
comportamento das enzimas frente a alguns
ions seguia um padrdo, Franz Hofmeister, em
1888, construiu uma série de cations e uma
de anions que previa a estabilidade
juntamente com a solubilidade ou a
precipitacdo das enzimas em solucdo. Os
Esquemas 2 e 3 ilustram o seu trabalho, que
hoje é chamado de série de Hofmeister. A
série de Hofmeister reflete fatores
intrinsecos como estabilidade térmica,
atividade catalitica enzimatica (a qual é
expressa atualmente como  “Turnover
number”),” cristalizagcdo, interacdo com a
agua e outros. Neste sentido, a presenca de
ions em solucdo tem um reflexo direto na
estabilidade da enzima, seja um efeito
benéfico ou contrario a sua estabilidade. O
Esquema 2 representa antes de “| |” a ordem

83
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decrescente da capacidade de estabilizacdo
enzimdtica de alguns anions. Apds “||”
encontra-se a ordem decrescente dos anions

[SO% > [dphl > [Ac] > F

g

Vq

que desestabilizam a estrutura enzimatica
em solucdo.

>CF | >BF > F > [S,CN]"

Esquema 2. Ordem decrescente de estabilizacdo (antes da “| |”) e desestabilizagdo (depois da

ll| |II

O Esquema 3, por sua vez, representa
antes da “||” a ordem decrescente da
capacidade de estabilizacdo enzimatica de
alguns cations. Apds a “||” representa a

) da estrutura enzimatica gerada por alguns anions

ordem decrescente dos cations que
desestabilizam a estrutura enzimatica em
solucdo.

Cs* > K* > Na* || > Li* > Mg>* > AP

Esquema 3. Ordem decrescente de estabilizagdo (antes da
) da estrutura enzimatica gerada por alguns cations

ll| |ll

Entretanto, a série de Hofmeister ndo foi,
ainda, totalmente discutida, principalmente
no contexto dos LI, uma vez que nao foi
explicado como tais anions e cdtions ajudam
na estabilizacdo enzimatica. Uma forma mais
completa de se entender o comportamento
das enzimas frente aos ions é analisando os

mesmos quanto a sua caotropicidade
(originalmente  classificado como  um
desestabilizante da enzima) e/ou

cosmotropicidade (que estabilizam a enzima).
Essas definicdes descrevem a interacdo dos
fons com a agua e como elas influenciam o
equilibrio da mesma em alta ou baixa
densidade, bem como seus efeitos diretos na
estabilizacdo enzimatica. Considerando-se os
LI, ja se sabe que os mesmos sofrem grandes
desvios da série de Hofmeister, em especial
considerando-se os cations.

De forma ampla, ions cosmotrdpicos
possuem uma elevada densidade de carga e,
sendo assim, interagem fortemente com a
agua, enfraquecendo as interacbes agua-
agua e solubilizando-se brandamente na
solucdo. Ao contrario, ions caotrépicos

II| |”

) e desestabilizagdo (depois da

normalmente possuem uma baixa densidade
de carga e, por esse motivo, interagem mais
fracamente com a d4gua. Sendo assim,
mostram uma tendéncia menor a solvatacdo
estando, portanto, mais desnudos para
estabelecerem uma  maior interacdo
desestabilizante com as enzimas.

A chamada agua estruturada (aw),
responsavel pela manutengdo minima da
estrutura tercidria e atividade da enzima,
desempenha um papel fundamental para os
processos biocatalisados. Este parametro
pode ser entendido como a quantidade
minima de dgua necessdria para a
manutencao da atividade da enzima. Estudos
de estabilizagdo de enzimas em Ll
evidenciaram que alguns destes sais fundidos
sdo mais eficientes em acondicionar enzimas,
pois estabilizam cineticamente a enzima
mantendo sua atividade catalitica elevada
por mais tempo mesmo em condi¢des
dréasticas (150 °C),** pois s3o capazes de
ajudar a enzima a manter a aw.

Com base no conhecimento de todas as
varidveis que podem contribuir para
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estabilizacdo enzimatica e,
consequentemente, com o sucesso
experimental, é possivel buscar associacées
de cations e anions que componham um LI
com as caracteristicas de interesse.
Entretanto, interna¢des entre cdtions e
anions modificam drasticamente suas
propriedades isoladas, fazendo com que LI
ndao  sigam linearmente o  padrdo
caotropicidade e cosmotropicidade. Cada LI
deve ser analisado individualmente com a
enzima de interesse para se observar se a
juncdo sera produtiva ou ndo.

Medeiros, G. A. et al.

A pergunta “de que forma os Ll
estabilizam ou desestabilizam as enzimas?”,
entretanto, ainda ndo foi respondida
adequadamente. Neste sentido, as ligacdes
de hidrogénio, em especial o efeito do anion,
parecem ser cruciais para o entendimento da
questdo.® Anions capazes de fazer ligacdes
de hidrogénio fortes (e.g. lactato) podem
causar uma dissociacdo das mesmas nas
estruturas tercidrias e secundarias (em
especial em folhas [ e a-hélices),
modificando assim a enzima. No Esquema 4,
vemos um exemplo da agdo do anion lactato
modificando a estrutura enzimatica.

anion
lactato

O—xTmmQ

N L.
7 N ~
I
R H O
0 H R
|
. N e
N N
| |
H R? 0 H

Y

Esquema 4. Representacao esquematica simplificada de ligacGes de hidrogénio em estruturas
secundarias do tipo folha B e a interferéncia do anion lactato desestabilizando a estrutura
secundaria

O efeito do cdtion, por sua vez, é bem
mais complexo do que o do anion, em
especial para os imidazdlios. Entretanto, a
presenca de ligacGes de hidrogénios
nanoestruturadas na regido de interagao com
a enzima e devido as regiGes polares e nao
polares, podem ser responsaveis pela
manutencdo da estrutura da enzima e, por
consequéncia, da sua atividade.”® A presenca
de cations imidazélios, entretanto, apesar de
comumente estabilizarem a enzima, podem
alterar a sua estrutura secundaria. Em alguns
casos, foram observadas mudancas de a-
hélices para folhas .%°

Tendo em vista o aspecto “verde”
atribuido as reagBes catalisadas por
enzimas,”®*® o fato de LI  serem

ecologicamente amigaveis,”” bem como o
incremento da atividade catalitica

comumente proporcionado pelos LI as
enzimas,”>”>®° a juncdo dos mesmo se torna
incrivelmente atrativa do ponto de vista da
sustentabilidade. Além disto, atraindo grande
interesse por parte da industria quimica, em
especial visando a obtencdo de biodiesel,

apesar de ainda ndo haver industrias
produzindo biodiesel por rotas enzimaticas.
Uma das aplicagbes desses sistemas

cataliticos tdo promissores sera discutido na
segao seguinte.

4. Sintese Enzimatica de Biodiesel
em Liquidos Ionicos

Por todos os efeitos e propriedades
promissoras dos LI e, por todas as vantagens
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de se utilizar enzimas lipases como
biocatalisadores, nada mais légico do que a
combinacdo sistematica de lipases e LI na
busca de um biodiesel mais limpo e
produzido com maior eficiéncia. Além disto,
lipases também podem ser utilizadas para
modificagcdo do biocombustivel e ndo apenas
para a sua sintese.

Os LI agem como um suporte eficiente da

Ya

enzima nano-organizando o sistema. Quando
0s meios de suporte sdo solventes organicos
convencionais, as reagdes ndo alcangam altos
rendimentos uma vez que a glicerina formada
se acumula ao redor da enzima ocasionando
sua desativagdo no decorrer do tempo.*” O
Esquema 5 mostra o processo para se utilizar
as enzimas na producdo do biodiesel
suportadas em LI.2

) : ’ | Purificagdo das Lipases
| ( - Extragdo;
‘ Cultivo E—— Separagao — - Adsorgao;
b N / - Cromatografia;
“ - Cristalizagao.
\,, //
Imobilizagdo das Lipase: ‘J Suporte em ||
- "Cross-linking™; > um
» - Ligagdo covalente; liquido i6nico
| - Trapeamento. ) || apropriado ||
P -
Esterificagdo )
— ou BIODIESEL
< transesterificagao

Esquema 5. Etapas de processamento das enzimas para serem utilizadas na producao de
biodiesel

Lipases sdo, sabidamente, caras.
Comparadas aos outros métodos de catdlise
e quando utilizadas sem um meio de suporte
na producdo de biodiesel ndo é possivel a sua
recuperacdo,®” o processo passa a ser ainda
mais inviavel economicamente. Em 2008, Yu
e colaboradores citaram que a produgdo
mundial de biodiesel catalisada por enzimas é
apenas de 20.000 toneladas.’* A baixa
utilizacdo deste método é explicada pelo fato
de que meios de suporte (ou de imobilizagdo)
adequados para enzimas ainda estarem em

fase de estudo. Dentre os suportes para as
lipases, com certeza, os LI estao entre os mais
promissores. Sendo assim, observa-se que
muitos artigos publicados recentemente,
analisam a associa¢do destas enzimas com LI,
com o objetivo de entender como o sistema é
organizado e de que forma contribui para o
aumento do rendimento, além do processo
altamente desejavel de recuperacdo da
enzima. Uma das principais vantagens citadas
por todos os autores é a possibilidade de
reciclo do sistema catalitico, sem com isso, se
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perder a atividade catalitica. Entretanto,
como bem frisado, é a possibilidade e ndo a
certeza do reciclo.

Dupont e colaboradores® publicaram, em
2008, um trabalho em que sugerem que a
melhor combinagdo de LI e enzima para
producdo de biodiesel é utilizando 1-n-butil-
3-metilimidazélio
bis(trifluorometanossulfonil) imidato
(BMI.NTf,) e a enzima lipase da Pseudomonas
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cepacea. Os autores conseguiram obter até
96 % de rendimento nas melhores condicdes,
sendo possivel realizar rea¢des de reciclagem
com rendimentos elevados. No trabalho foi,
ainda, destacado que, quando havia dgua no
meio, a hidrélise era mais rapida do que a
transesterificacdo e, por conseguinte, o
biodiesel era obtido por um processo de
hidroesterificagdo (hidrélise seguida da
esterificacdo) enzimatica (ver Esquema 6).

o
t

H & H )

(cana-de-acticar)

Triacilglicerideos

OCOR!
2 4, L
OCOR? + 3 R'OH __ _ o
OCOR? Enzima
R'COOH
3 H,0
R2COOH
Q U R3COOH
k Enzima

> Gl NS HER )
® ® ® v

>
Enzima + liquido idnico / >

Biodiesel
R'COOR* OH
R?COOR* + OH + 3 H,0
R3COOR* OH

3 ROH ’
LI

Enzima

Esquema 6. Esterificacdo e transesterificacdo enzimatica em liquidos i6nicos imidazdlios. O

processo descreve tanto a transesterificacdo quanto a hidroesterificacdo para a sintese do

biocombustivel que ocorrem concomitantemente, dependendo da quantidade de dgua no
meio de reacao

Em busca de sinteses mais “verdes”,
algumas pesquisas tém se focado na extragao
de dleo de algas e sua transesterificagdo com

enzimas suportadas em L.¥ De fato,
biodiesel advindo de algas sdao um desafio
imenso na atualidade, mas também

extremamente promissor,91 principalmente
se considerando a eficiéncia de extracdo de
matérias-primas para biocombustiveis
diretamente de algas, utilizando-se LI
imidazolios.”

A utilizacdo de LI na producao de biodiesel
advindo de microalgas foi recentemente
relatada.®” Os autores utilizaram BMI.PFg
(hexafluorofosfato de 1-n-butil-3-
metilimidazdlio) como suporte e Novozima
435 (lipase B imobilizada da Candida
antartica) ou PEL (lipase de Penicillium
expansum). No trabalho foi mostrado que o
biodiesel poderia ser obtido em 48 h de
reagdo com rendimentos similares (80-90 %)
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para as duas lipases testadas, quando as
mesmas eram suportadas em BMI.PFg.

Um trabalho bastante importante foi
descrito por Iborra e colaboradores.”® No
estudo, foram utilizados liquidos i6nicos com
cadeias longas (16 e 18 carbonos) em um dos
nitrogénios e tendo o [NTf,]” como anion.
Apdés a reacdo de transesterificacdo, o
sistema (inicialmente homogéneo) separava-
se em trés fases distintas, permitindo a
separacdo do produto e a recuperacao do
catalisador (Novozima 435) que se
encontrava na fase dos LI. Desta forma, foi
possivel a recuperagdo do sistema catalitico,
sendo o mesmo utilizado 9 vezes. Entretanto,
apesar de promissor, em ambos os Ll
estudados observou-se uma queda na
atividade enzimatica nas reagbes de reciclo
que foram conduzidas.

Ya

Algumas caracteristicas do biodiesel
também precisam ser ajustadas a fim de se
melhorar sua estabilidade oxidativa. A
estratégia de se epoxidar algumas de suas
ligagdes C=C aumenta a estabilidade
oxidativa. Sem falar que alguns derivados das
reacbes de epoxidacdo sdo usados como
lubrificantes, plastificantes de PVC e
estabilizantes, diluentes de tintas,
intermediarios de sintese, dentre outras
aplicagdes.'? Neste sentido, foi recentemente
relatado a utilizacdo de nove enzimas lipases
para a sintese do derivado epoxidado do
oleato de metila (EMO), sendo as mesmas

suportadas em diferentes BMI.BF4
(tetrafluoroborato de 1-butil-3-
metilimidazélio), BMI.PFs e BMINTF,.”

Observou-se um comportamento distinto
dependendo do anion do LI (Esquema 7).

{\/\/\/\)J\ o/

4/_/_/70Ieato de metila

Oleato de metila epoxidado (EMO)

BMI.PFs

Primeira hora

Lipase
H05 (30% w/v)

[\
—N @N\/\/
K
OH (o]
HO o~
1,2-diol (DIOL)
BMI.NTf: BMI.BF4

Primeira hora

S¢sagg
Rend. (%)
Rend. (%)

Esquema 7. Comportamento enzimatico em diferentes liquidos idnicos imidazdlios na reagdo
de epoxidac¢do do oleato de metila com nove lipases suportadas no meio iénico
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Em algumas condi¢des observou-se a
formacdo do produto di-hidroxilado (DIOL)
como resultado da abertura do anel epdxido.
Com a utilizaggo de um LI hidrofilico
(BMI.BF4) observou-se o melhor rendimento
para o EMO (= 90 %) na primeira hora de
reacdo, sendo que nos LI hidrofdbicos
(BMI.PFs; e BMI.NTf,) a reagcdo na primeira
hora ndo mostrou um rendimento tdo alto,
apesar dos resultados terem sido muito bons.
O Esquema 7 também ilustra o diferente
comportamento das enzimas testadas com os
LI hidrofdbicos.

5. Conclusoes e Perspectivas

Uma das principais vantagens em se
utilizar a catalise enzimatica em LI, além da
excelente estabilizacdo que este meio de
reacdo promove em diferentes enzimas, é a
possibilidade de reciclo. Esse fato é
extremamente interessante do ponto de vista
industrial, econémico e ecoldgico. Sem
duvida, a utilizacdo dos LI para processos
enzimdaticos é extremamente promissora,
apesar de ainda  existirem  muitos
impedimentos tecnolégicos associados a tais
processos.

Observa-se, também, a necessidade de se
estudar mais profundamente as interagGes
entre as enzimas e os LI, em especial para se
entender mais claramente o que de fato
contribui para estabilizacdo enzimatica e,
consequentemente, se visar uma abordagem
no sentido do aumento da atividade
catalitica.

Por todos estes motivos, a combinagdo de
LI e enzimas permite que se possa vislumbrar
um futuro energético mais limpo e com uma
sintese de biodiesel sem todos os problemas
comumente associados nas diferentes formas
de catdlise, principalmente a 4cida e a basica.
Tal tecnologia caminha, ainda, lentamente
quando comparada com a catdlise
organometalica, mas ja comeca a andar com
passos largos.
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