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“...Se queremos alcancar a natureza,
teremos que usar os mesmos métodos que ela faz,
e prevejo uma época em que a quimica fisiolégica,

nao so fard um maior uso de enzimas naturais,
bem como recorrerd pela criagédo das sintéticas.”

Emil Fischer, 1902
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RESUMO

Neste trabalho, foi efetuada a imobilizacdo de lipases de diversas
procedéncias em filmes de amido de mandioca e de amido/PVA (poli-alcool vinilico)
usando como plastificante o sorbitol. Estes sistemas biocataliticos foram usados
para catalisar reacOes de esterificacdo e transesterificacdo para obtencao de
ésteres de aroma.

Primeiramente foi testado o sistema amido/PVA/lipases para obtencdo do
acetato de n-butila em diversas condicbes. Foram utilizadas as lipases de
Burkholderia cepacia (LBC), de Pseudomonas fluorescens (AK-20), de Rhizopus
oryzae (F-AP15), de Aspergillus niger (A-12), de Candida rugosa (AY-30) e a de
Mucor javanicus (M-10) (50 mg de cada).

O acetato de butila foi obtido com 93,7% de conversdo usando o sistema
amido/PVA/sorbitol/LBC e hexano como solvente, a 26 T por 24h.

Para o mesmo éster, foi avaliada a influéncia de solventes organicos com
diferentes polaridades. As maiores conversdes foram obtidas na presenca dos

solventes mais apolares (por ex. hexano, heptano), sendo de 39-97,3 %.

O sistema 0,8 g amido/0,2 g PVA/LBC foi estocado em solvente organico por
208 dias, e reutilizado por até quatro vezes. O acetato de butila foi obtido com
conversao de 58,3-91 %.

Depois de otimizado o processo, o mesmo foi utilizado para a obtencao de
outros ésteres de aroma tais como o acetato de isoamila (banana), acetato de octila
(laranja), butanoato de etila (morango) e acetato de benzila (péssego). Os ésteres
foram obtidos com conversdes de 62,6, 81,0, 80 e 60 %, respectivamente.

O método foi bastante eficiente nas condi¢cbes testadas, mostrando a
importancia da imobilizacdo de enzimas para a manutengdo da atividade catalitica e

reutilizacdo do biocatalisador.

Palavras chaves: transesterificacéo, esterificacao, lipases, imobilizagdo, amido.



1- INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

A atividade microbiana das enzimas vem sendo usada, com sucesso, para
catalisar reacbes em diversas sinteses. A alta régio e estereosseletividade das
bioconversdes simplificam o0s processos industriais, aumentam o0 rendimento e
diminuem a formacao de subprodutos indesejaveis.

Em sua grande maioria, as enzimas sao proteinas que atuam como
catalisadores, e podem alterar a velocidade de uma reacdo quimica em até 10%°
vezes, comparado as ndo catalisadas. Elas tém a funcdo de induzir, direcionar e
melhorar os rendimentos de reacdes. Um exemplo de aplicacdo de enzimas livres ou
imobilizadas é na obtencéo de ésteres de aroma derivados de acidos carboxilicos de
cadeias carbdnicas relativamente pequenas. A preparacdo desses compostos
através da catalise enzimética, principalmente por lipases vem adquirindo grande
importancia para a obtencdo de produtos industrializados, como alimentos e
cosméticos.

Porém, esses biocatalisadores podem ser afetados por diversos fatores
(temperatura e solvente organico, entre outros), podendo desnaturar e perder assim
0 poder catalitico. Tais problemas podem ser amenizados ou solucionados com
métodos de imobilizacdo, como por exemplo em quitosana, amido, alginato de célcio
e PVA. Quando imobilizadas, as enzimas podem ser usadas em reacdes organicas
sem perder ou diminuir o poder catalitico devido a desnaturacdo. Além disso, podem
ser reutilizadas em novas reacoes.

A partir dessas consideracdes, neste trabalho lipases de diferentes
procedéncias foram imobilizadas em filme de amido de mandioca e em blendas
poliméricas de amido/PVA (poli-alcool vinilico). Estes sistemas biocataliticos foram

usados na sintese de alguns ésteres de aroma em meio organico.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1- Enzimas

Enzimas, na sua grande maioria, sao proteinas que atuam como
catalisadores, e sao polipeptidios constituidos de residuos de aminoacidos. Sao
substancias que alteram a velocidade de uma reacdo quimica em até 10%° vezes,
comparado as ndo catalisadas. Os catalisadores nao-enzimaticos, em contraste,
aumentam a velocidade das reacdes por fatores de 10° a 10*. As enzimas tém a
fungcdo de induzir, direcionar e melhorar os rendimentos de reacbes, e séo
biomoléculas notaveis pela sua especificidade e poder catalitico, as quais sdo muito
superiores que os produzidos pelo homem. *3

As enzimas séo altamente especificas, tanto na reacdo catalisada bem como
na escolha de reagentes, denominados de substratos. Em 1894, Emil Fischer
formulou uma hipdtese de chave-fechadura para a especificidade da enzima. Isso
vem de acordo com suas formas geometricamente complementares. Uma enzima,
em geral, catalisa somente uma reacdo quimica ou um conjunto de reacfes que
estejam intimamente relacionadas.**

Na Figura 1, observa-se a representacdo esquematica da acéo enzimatica.*

L A enzima altera Produtos
i I '\ h,. ligeiramente a sua forma a ‘ ‘

Y Substtato . dida que o substrato se

.- G liga ao sitio ativo
Sitio ative

Substrato entrando  Complexo Commplexo Produtos
no sitio ativo da enzimasubstrato giisima produts {|E-I}{al‘|{|0 o s_ltlo
enzima ativo da enzima

Figura 1 - Representacio esquematica do modelo chave-fechadura.”



A regido que se liga aos substratos e contém os residuos de aminoacidos que
participam diretamente da formagé&o e ruptura de ligagbes, € chamada de sitio ativo,
ocupa uma parte relativamente pequena da estrutura da enzima e é tridimensional.
As forcas ndo-covalentes que ligam o substrato ao sitio ativo sdo as mesmas forcas
gue formam as conformacdes das proteinas. S&o elas eletrostaticas, de van der
Waals e as ligacbes de hidrogénio. Os aminoacidos localizados no sitio ativo se
arranjam de tal forma que possam interagir especificamente com os substratos.'**

A UIBBM - Unido Internacional de Biogquimica e Biologia Molecular classifica
as enzimas em seis grupos, as quais dividem-se em sub-grupos de acordo com o
tipo de reacdo catalisada. Estas sdo classificadas de acordo com um numero de
codigo e atribuiu-se um nome dependendo do tipo de reacdo catalisada, do grupo

doador e aceptor.*® (Tabela 1)

Tabela 1- Classificacdo das enzimas de acordo com o tipo de reacdo.™*®

N° Classe Tipo de reacéo catalisada Exemplos

transferéncia de elétrons (ions hidretos ou
1 oxidorredutases atomos de H) lactato desidrogenase

alanina aminotransferase
2 transferases reagOes de transferéncia de grupos.

reagOes de hidrélise (transferéncia de
3 hidrolases grupos funcionais para a agua) quimiotripsina, lipases

adicao de grupos as duplas liga¢des ou
4 liases formacéo de duplas ligacdes por meio de piruvato descarboxilase
remocgé&o e grupos.

transferéncia de grupos dentro da mesma
5 isomerases molécula para formar isdmeros. alanina racemase

formacdao de liga¢des do tipo C-C, C-S, C-O
6 ligases e C-N por meio de reacdes de glutamina sintetase
condensacéo, acopladas a quebra do ATP.




Uma reacdo quimica esta obrigatoriamente relacionada com o contato entre
as moléculas dos reagentes, e é necessaria uma energia minima. Essa energia
minima para que ocorra a reacdo é chamada de energia de ativacdo. As enzimas
sao muito eficientes como catalisadores, e podem aumentar a velocidade das
reacdes, diminuindo a energia de ativacao, E,, entre os reagente e produtos. Isto
ocorre devido a capacidade que elas tém de aproximar 0s substratos em uma
orientacdo que favorece a formagdo do complexo enzima-substrato, para
posteriormente formar os produtos.??

Na Figura 2, observa-se a diferenca de E, entre uma reacéo catalisada com
uma nao-catalisada.’

Eael"em
fT\mma
/ \
/ \ Eq com
S.ubslrnlo —'_\\BHZIma

Produto
Figura 2 - Energia de ativacdo de uma reac&o na presenca e auséncia de catalisador.’

Neste trabalho, serdo utilizadas as lipases que sdo enzimas da familia das
hidrolases e hidrolisam triglicerdis a seus respectivos acidos carboxilicos,
diacilgliceréis, monoacilgliceréis e glicer6is.*® A seguir, serdo descritas mais

detalhadamente, algumas aplicacbes e fontes dessa enzima.

2.2- Lipases

Conforme citado, as lipases séo classificadas como hidrolases que atuam

sobre ligacdes éster presentes em acilglicerdis. Sdo muito utilizadas em sintese

Y

organica devido a sua grande disponibilidade e baixo custo. Além disso, néo
requerem cofatores e atuam em uma ampla faixa de pH. Sdo muito estaveis nesse
meio, apresentando especificidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e

enantiosseletividade.®>®%1°



Na Figura 3, estd apresentado o sitio ativo da lipase de B.subtilis, composto

pelos residuos de aminoécidos, histidina, serina e aspartato.**

Figura 3- Sitio ativo da lipase de B.subtilis.**

As lipases estdo presentes em diversos tipos de animais, plantas e
microorganismos. Numerosas espécies de bactérias, bolores e leveduras produzem
estas enzimas tais como os microrganismos de Penicillium cyclopium, Céandida
rugosa, Trichosporon asterdides, Trichosporon laibacchi, Aspergillus niger, Botrytis
cinérea, Acinetobacter sp. e Pichia burtonii. 1%

Estas enzimas também catalisam diversas reacdes tais como as de
esterificacdo, transesterificacdo (acidolise, interesterificacdo, alcodlise), amindlise e
tiotransesterificacdo em solvente organico anidro, sistema bifasico e em solucao
micelar com alta especificidade. S&o muito importantes na inddstria, como as usadas
em detergentes ou na sintese farmacos como o acido (RS)-2-[4-(2-
metilpropil)fenil]propandico (Ibuprofeno, antiinflamatorio). As lipases tém sido muito
estudadas com relacdo as suas propriedades bioquimicas e fisioldgicas. >®*2

A Figura 4 mostra a resolucao cinética da acilagcao dos alcodis 1-3 catalisada
pela lipase de Burkholderia cepacia (LPS) imobilizada em Kynol™ ACC 507-15, com

e sem liquido i6nico.°
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Figura 4 - Resolucéo cinética dos alcoois 1-3 catalisada por LBC.?

Este sistema, lipase/suporte, foi muito eficaz na resolucdo dos racematos 1-3,
e os correspondentes acetatos foram obtidos com conversdes de 32-51%. O suporte

pode ser reutilizado por oito vezes nas temperaturas de 25-60<C.

Mesmo sendo um excelente catalisador, as lipases apresentam algumas
desvantagens para aplicacdes sintéticas, principalmente em solventes organicos: >°

- Nao mostram atividade quando a concentracdo do substrato € muito baixa;

—>Podem sofrer inibicdo por agentes quimicos e/ou fisicos (pH extremos,
solventes organicos, sais);

—->Dependendo das condi¢cbes reacionais, ndo apresentam boa estabilidade,
podendo assim perder sua atividade catalitica em altas temperaturas, além da auto-
oxidacdo, autodigestdo e até desnaturacao pelo solvente organico.

Por estes e outros fatores, nos ultimos anos vem sendo desenvolvidas
técnicas para aprimorar o uso de lipases como biocatalisadores e/ou através da
modificacdo genética, visando a manutencdo da atividade catalitica. A imobilizagéo

das mesmas pode influenciar na estabilidade e, em geral, permite a reutilizagdo. ®**
16



2.3- Imobilizagao de enzimas

Em 1916, Nelson e Griffin observaram que a invertase adsorvida em carvao,
catalisava a hidrélise da sacarose. Porém, a imobilizacdo de enzimas so foi utilizada
na pratica em 1930, e vem sendo aprimorada nos ultimos 40 anos. A primeira
aplicacdo industrial foi em 1969, onde a enzima de fungos aminoacilase, foi
imobilizada em DEAE-Sefadex através de ligacdo ibnica e usada para hidrolisar
estereosseletivamente N-acil-D,L-aminoacidos para a obtencédo de L-aminoacidos e
N-acil-D-aminoécidos."’

A imobilizacdo de biocatalisadores consiste no confinamento em uma regiao
restrita (biorreator), garantindo a retencdo da atividade catalitica e assegurando a
possibilidade de reutilizagdo. Esta técnica promove a facil separagéo e reutilizacao
do biocatalisador, recuperacdo do produto e é capaz de aumentar a resisténcia em
relacdo diferentes agentes desnaturantes.”®*°
A Tabela 2 apresenta as principais vantagens e desvantagens do uso de

biocatalisadores imobilizados.

Tabela 2 - Vantagens e limitages da imobilizacdo de biocatalisadores.”

@ -possivel reutilizacdo do biocatalisador
-minimiza a contaminag&o do produto
-bioconversao mais rapida (essencial na presenca de substratos instaveis)
-facil separacédo entre produto e biocatalisador

-controle do tempo da bioconverséo.

@ -perda de atividade catalitica durante a imobilizacao (pH, temperatura..)
-perda de atividade catalitica devido a matriz de imobilizacdo (exclusdo de
macromoléculas, restricdes estereoquimicas de acesso ao sitio ativo)

-perda de atividade biocatalitica durante a bioconversdo (susceptibilidade
guimica e/ou mecéanica da matriz, poros com diametros variados, acumulo

de contaminantes, etc).

A imobilizagdo pode ocorrer por diferentes métodos tais como adsor¢cdo em

materiais insollveis, confinamento em géis poliméricos, encapsulamento em



membranas, ligacdo cruzada e ligacdo a um suporte insoltvel. ®*¥° O suporte onde
sera imobilizado a enzima, deve conter caracteristicas desejaveis para uma boa
atuacdo do sistema/enzima. Deve ter area superficial grande, boa permeabilidade,
caracteristicas hidrofilicas, estabilidade quimica, mecénica e térmica, alta rigidez,
resisténcia ao ataque de microorganismos e capacidade de ser reutilizado.’

Na Figura 5, sdo apresentados 0s metodos mais usuais para imobilizar

enzimas.?°
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Figura 5 - Principais métodos de imobilizacdo de enzimas.”

Em alguns estudos foram utilizados misturas de polimeros para imobilizar as
enzimas, denominado de blendas poliméricas. Essas modificacbes podem fazer com
gue estes materiais adquiram propriedades especificas com menor custo do que a
sintese de um novo polimero. Como exemplos, citam-se o filme de Eupergit C* e as
blendas de quitosana/poli-alcool vinilico (PVA)*, amido-agarose®®, carboxi-
metilcelulose/PVA'®, PVA com adicdo de 4&cidos graxos’® e alginato de
célcio/amido.?* As propriedades destes materiais podem fornecer condicdes mais
adequadas para adsorcao de lipases e de outros biocatalisadores.

Neste trabalho serdo utilizados o amido e PVA para a preparacao de filmes e

posterior imobilizac&o de lipases.



2.4- Amido

O amido é constituido por amilose, cadeia linear de moléculas de glucose, e
amilopectina que é uma molécula semelhante a amilose, mas de cadeia ramificada.
A relacdo entre esses dois polissacarideos varia de acordo com a origem botanica
do amido. Esta presente na maioria dos vegetais com a funcdo de armazenar
energia coletada pela fotossintese. O amido aparece como granulos microscopicos

7

nas raizes e sementes dos vegetais. Por ser facilmente hidrolisado, € um dos
principais alimentos do homem e animais.?%%>2
Na Figura 6, séo apresentadas as estruturas da amilose (7) e da amilopectina

(8).2'27

CH,0H CH,OH
o ° on
OH
OH OH
amilose (7)
CHOH | CH.OH
0. |
OH : oH
| ™ 0
0 -0—
OH OH

amilopectina (8)

Figura 6 - Estruturas da amilose (7) e amilopectina (8).>%’

Amidos de diferentes fontes de vegetais tais como trigo, arroz, milho e batata,
vém sendo bastante explorados em relagdo a sua estrutura e propriedades fisico-
quimicas.?#%2°

No Brasil, as industrias vém utilizando os beneficios do amido para
desenvolver produtos biodegradaveis, com producdo limpa e fonte renovavel de
matéria prima, produzindo, por exemplo, embalagens que possam substituir o
plastico e o isopor. #°



A Figura 7 mostra diferentes fontes de amido. *°

Inhame
Mandioca

Cara

Milho Bafata

Figura 7 - Tubérculos e graos, ricos em amido.”

Filmes de amido sdo totalmente biodegradaveis, e podem ser elaborados
misturando-o com polidis (glicerol e/ou sorbitol) resultando em uma massa amorfa,

sem a utilizacdo de componentes sintéticos em sua fabricacéo. %

2.5- Poli-alcool vinilico

Um outro polimero que foi usado neste trabalho € o poli-alcool vinilico (PVA).
O PVA é um polimero sintético biodegradavel sollvel em agua obtido pela hidrélise
do acetato de poli-vinila (PVAc) de baixo custo e ndo-tdéxico para microorganismos.
Por isso vem sendo bastante empregado da industria téxtil, como lubrificante
oftalmico, em adesivos e mais recentemente para a imobilizacdo de células e
enzimas. 3%

Na Figura 8 é mostrada a estrutura do mondémero do PVA.

n

OH

Figura 8 — Estrutura do monémero do poli-alcool vinilico.*
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Como ja citado, neste trabalho foram usados filmes de amido de mandioca e
blendas poliméricas de amido/PVA como suportes para diversas lipases. Estes

sistemas serdo empregados como catalisadores na obtencao de ésteres de aroma.
2.6- Esteres de aroma

Os ésteres de aroma tém grande importancia para varios produtos finais na
indUstria de alimentos. Os ésteres podem ser obtidos por trés técnicas; extracao de
fontes naturais, sintese quimicas e enzimaticas. A extracdo desses sabores e
aromas a partir de frutos, as vezes, se torna muito caro, e por isso ha um grande
interesse em sintetiza-los, buscando métodos mais barato e rentaveis. *

Na ultima década, a biotecnologia vem sendo considerada para a producéo de
ésteres, uma vez que o aroma obtido pode ser considerado como "natural”. Os
processos biotecnoldgicos oferecem diversas vantagens e se mostram como uma
alternativa competitiva aos metodos quimicos devido a alta eficiéncia catalitica,
condi¢cbes operacionais brandas e a seletividade dos catalisadores naturais. Uma
das maneiras é através da catdlise enzimatica utilizando lipases em solvente
organico, como sera efetuada nestes estudos. 3*3*

Na Figura 9, encontram-se alguns exemplos de ésteres de aroma,

obtidos através da catélise enzimatica.®*
O 0] O
ooy Ao A Lo
9

. ) butanoato de geranoila
laurato de cinamila (floral) (10)

(canela) 9)

acetato de n-butila
(abacaxi) (11)

(@]
)k 0 0
o A PPN
A VAVAN o
acetato de benzila acetato de n-octila acetato de isoamila
(péssego) (12) (laranja) (13) (banana) (14)

Figura 9 — Exemplos de ésteres de aroma obtidos por catalise enzimatica.>*
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Imobilizar lipases de diversas procedéncias em filmes de amido e amido/PVA

e utilizar estes suportes como catalisadores em reacdes de esterificacdo ou

transesterificacdo para a obtencdo de ésteres de aroma, em meio organico.

3.2- Objetivos especificos

Extrair o amido de mandioca,;

Avaliar a influéncia de diferentes propor¢cées de amido e de PVA, bem como
dos plastificantes (glicerol e sorbitol) na preparacédo dos filmes;

Verificar a estabilidade dos mesmos em relacdo a diversos solventes
organicos (por ex. hexano, diclorometano, cloroférmio);

Determinar o teor de agua nos filmes pelo método de titulacdo de Karl-
Fischer;

Imobilizar lipases de diversas procedéncias, tais como as de Burkholderia
cepacia, de Pseudomonas fluorescens, de Rhizopus oryzae, de Aspergillus
niger, de Candida rugosa e de Mucor javanicus nestes suportes;

Preparar o acetato de n-butila (abacaxi), na presenca e auséncia das lipases
livres e/ou imobilizadas, bem como os acetato de iso-amila de n-octila de
benzila e o butanoato de etila;

Analisar a eficiéncia do suporte (filmes/lipase) para a obtengcdo do acetato de
n-butila em diferentes solventes organicos (n-hexano, ciclohexano,
cloroformio, diclorometano, éter etilico, acetonitrila, éter metilico t-butilico
(MTBE) e acetona.

Avaliar a reutilizacdo das lipases imobilizadas, apés armazenamento em
solvente organico a temp. ambiente na obtencdo do acetato de n-butila;
Determinar a conversdo por RMN-'H e a pureza por cromatografia de camada
delgada (ccd, hexano: acet. de etila);

Caracterizar os ésteres por infravermelho (IV) e RMN-'H;

Comparar esses dados obtidos com os publicados na literatura;

Apresentar todos os resultados obtidos em Congressos especificos da area.

12



4- METODOLOGIA

4.1- Reagentes, solventes e enzimas
Os reagentes utilizados neste trabalho foram:
= Enzimas:
LBC- lipase de Burkholderia cepacia, atividade > 30,000 U/g.*
AK-20- lipase de Pseudomonas fluorescens, atividade >20,000 U/g. *
F-AP15- lipase de Rhizopus oryzae, atividade > 150,000 U/g. *
A-12- lipase de Aspergillus niger, atividade >120,000 U/g. *
AY-30- lipase de Candida rugosa, atividade>30,000 U/g. *
M-10- lipase de Mucor javanicus, atividade>10,000 U/g. *
= Amido de mandioca (extraido de fonte vegetal);
= Alcoois: butanol (Vetec, 99%), alcool isoamilico, octanol (GPH), etanol (Merck,
95%) e alcool benzilico (Backer, 99,8%);
= PVA (Vetec, 99%),
= Acetato de vinila, (Fluka, 99%);
» Glicerol (Vetec 99,5%) e sorbitol, (Vetec, 99,0%);
= Solventes: hexano (Synth 99,5%); acetonitrila (Vetec 99%); diclorometano
(CH.CIy) (Nuclear); éter tert-butilmetilico (MTBE) (Tedia); cloroformio (CHClI3)
(Vetec); cloroformio deuterado (CDCI3) (Aldrich 99,8%); acetona (Merck,
99,5%); éter etilico (CRQ, 98%); cicloexano (Reagen, 99,5%);
= Silica gel Vetec 230-400 mesh para cromatografia em coluna;
= Silica gel Carvalhaes para cromatografia em camada fina.

"Uma unidade de atividade lipolitica esta definidao a quantidade de enzima que libera um mol de

4cidos graxos por minuto. Como substrato foi usadieo de oliva®
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4.2- Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram:
espectrometro de RMN de 'H (Varian AC 400F, 400 MHz); espectrofotdmetro de
infravermelho (ABB Bomen FLTA 2000-100); titulador 633 Automatic Karl Fischer,
Metrohm AG CH-9100 Herisau. Esses equipamentos estao localizados na Central de
Analises.
A seguir, serdo mencionados os disponiveis nos laboratorios 301/306, ambos
do DQ — UFSC:

-agitador com banho termostatizado Technal TE-0532;
4.3- Extragao do amido de mandioca
A extracdo do amido foi realizada com a colaboracdo da Profa. Dra. Elisa H.

Moecke, do Laboratodrio de Microscopia do Departamento de Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos — UFSC, e foi efetuado conforme mostra a Figura 10 :

5 fi
- K4 -

descascar corar

mandioca (1kg)

lawvar filtrar triturar {com 1L agua)

H—»H—» J

estufa (40°C) ~24h amido extraido
(T2g)

repousar (43h)

Figura 10 — Fluxograma para extragdo do amido de mandioca.
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O amido extraido foi utilizado para a preparacao dos filmes sem e com PVA e
usado como suporte para imobilizagdo de lipases. Foram obtidas 72 g de amido de

mandioca.

4.4- Preparacao dos filmes e imobilizacdo das lipa  ses

Os filmes de amido e de amido/PVA (blendas poliméricas) foram preparados

conforme a metodologia apresentada a seguir.

Em um béquer de 50 mL foram adicionados amido (0-1,0 g) e PVA (0-1,0 g)
com diferentes proporc¢des. A mistura foi dissolvida em 25 mL de agua destilada com
a adicao de 0,2-0,5 mL de glicerol e/ou 0,2-0,3 g de sorbitol. A solugao foi mantida

sob agitacdo magnética e com aquecimento brando por ~1h.

ApOs esse tempo, e a temperatura atingir ~30 € for am adicionados de 0-50
mg das diferentes lipases, e o sistema agitado por mais 20 min. A seguir, a solugcao
foi transferida para uma placa de Petri e colocada na capela ou aquecida em um

banho de areia a ~40 C para evaporacao da agua.

Os filmes (blendas poliméricas) com as enzimas imobilizadas foram cortados
em pequenos pedacos e transferidos para um erlenmeyer de 250 mL contendo o
solvente orgénico, para posteriormente serem usados nas reacgbes de

transesterificacao e esterificacao.

Foram preparados filmes na auséncia de lipases, e estes foram usados para

determinar a estabilidade em diversos solventes organicos.

A Figura 11 mostra a preparacao dos filmes poliméricos, até serem cortados e

estocados em solvente organico.
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25mL de agua +

amido/PVA + sorbitol I:} IS _’} & [ L.......:)n-

ou gliceral

agitacdo 1h agitagdo 20min

70-80°C —
Ay

N ————

N |
= (4 © - —
pedagos pequenos blendas com lipase N —

blenda/llipase +
26l sol. orgdnico

5 J

capela (24h)

Figura 11 - Preparacao do filme e blendas poliméricas.

4.5- Preparacdo do meio reacional para as reagdes de tr  ansesterificacao e

esterificacdo e purificacdo do produto

Para a reacao de transesterificacdo do acetato de vinila com butanol, foram
adicionado em um erlenmeyer de 250 mL, 25 mL do solvente orgéanico, acetato de
vinila (1L mmol, 0,86 mL), butanol (1 mmol 0,75 mL) e o filme previamente cortado,

conforme descrito na Figura 12.

@) lipase )Ci /\ @)
. N - )L
)ko/\ —l_ /\/\OH solvente O/\/\ + HO = H
acetato de vinila butanol organico acetato de butila

(11)

Figura 12 — Preparacado do acetato de butila (11) por catalise enzimética.

Para a preparacdo dos acetatos de isoamila (banana), de octila (laranja), de
benzila (péssego) e do butanoato de etila (morango), foram usados: acetato de
vinila, alcool isoamilico, octanol, alcool benzilico, acido butandico e etanol , em

guantidades equimolares.
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A mistura reacional foi mantida em banho termostatizado com agitacao orbital
(Technal TE-0532) a temperatura de 26 T por um periodo de até 24 h. As reacdes
foram monitoradas por cromatografia de camada delgada (ccd), usando como
eluente hexano:acetato de etila (7:3 v/v).

ApOs o término da reagdo, a mistura reacional foi transferida para um baldo de
fundo redondo e o filme foi lavado com solvente organico por 2-3 vezes para que
todos os reagentes e os produtos fossem removidos (acompanhando-se também por
ccd). Posteriormente, o solvente foi evaporado no rota-evaporador, obtendo-se o
produto desejado, ainda sem purificacao.

A Figura 13 mostra o procedimento usado para a preparagdo do acetato de
butila.

..............
..............
- -
"""""
- .
b 7

" acetato de vinila (1 mmol)
butanol (1 mmol)

. -t
ay .
......
-----------
-----------------

amido/PVA/LBC
hexano (30mL)

banho termostatizado
(~26°C), 24h

determinaco da convers&o por
RMN-*H (CDCk)

evaporacédo do
solvente

Figura 13 - Preparacao do meio reacional e andlise do produto (acetato de butila).

Apbs a evaporacdo do solvente, a formacédo do produto pdde ser quantificada
por andlise de RMN de *H. (Figura 13).
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O acetato de n-butila foi purificado por cromatografia de coluna (silica gel 200
mesh), utilizado como eluente hexano:acetato de etila (7:3 v/v). Coletaram-se
aliquotas de ~10 mL, e estas foram analisadas por cromatografia de camada
delgada (ccd), com 0 mesmo eluente para observar a separagado e pureza do éster.
Foram reunidas as amostras cujos valores de Rf foram iguais a 0,8 e que
demonstravam ter somente o éster e ndo uma mistura com o élcool. Posteriormente,
foi feita a evaporacédo do eluente, apenas das aliquotas que continham o éster puro
(Figura 14).

O produto puro foi analisado por espectroscopia de IV, e este sera

apresentado e discutido nos resultados. (Figura 16, pag 25)

Py
| -

o

-

: Y Ay
AL _A_A.!_AA!LL..J

Figura 14 — Placa cromatografica mostrando mistura de alcool e éster (esquerda) e do éster puro
(direita).
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, foram imobilizadas lipases de diversas procedéncias em filmes
de amido/PVA. Estes sistemas biocataliticos foram usados em reagdes de
esterificacdo e transesterificacdo para a obtencao de ésteres de aroma. O amido foi

extraido da mandioca. A seguir, os resultados obtidos sédo apresentados e discutidos.

5.1- Preparagéo e caracterizacdo dos filmes

Para obter uma composicdo adequada para a preparacdo dos suportes,
variou-se a massa de amido, PVA e do plastificante sorbitol ou glicerol. O aspecto

macroscépico observado encontra-se descrito na Tabela 3.

Tabela 3 — Aspecto macroscopico dos filmes de amido/PVA.

Entrada Amido(g) PVA(g) Aspecto (sorbitol) @ Aspecto (glicerol) ®
1 1,0 0,0 maleavel, resistente pouco resistente, pegajoso
2 0,8 0,2 maleavel, resistente ndo-maleével, pegajoso, pouco
resistente
3 0,6 0,4 maleavel, resistente resistente, pegajoso
4 0,4 0,6 maleavel, pegajoso resistente, pegajoso
5 0,2 0,8 maleavel, pegajoso  muito pegajoso, pouco resistente
6 0,0 1,0 maleavel, muito muito pegajoso
pegajoso

(a) 0,2 g sorbitol, (b) 0,2 g glicerol, t=90 T

Foram testadas proporcOes diferentes de sorbitol ou glicerol, obtendo-se um
melhor resultado com 0,2 g de ambos. O filme de PVA foi também preparado na
auséncia do plastificante, e este apresentou boa resisténcia e maleabilidade. Ao
aumentar a massa de PVA obteve-se um filme mais resistente, mas com um certo
aspecto pegajoso, ndo sendo possivel corta-lo em pedacos regulares. Pelos
resultados obtidos, pode-se verificar que os filmes feitos com sorbitol sdo mais
resistentes e de facil manuseio.

A partir desses resultados, os filmes mais estaveis e maleaveis foram

selecionados e usados como suportes para as lipases.
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5.2- Determinacao do teor de agua

O teor de agua nos filmes de amido/PVA foi determinado pelo método de
titulacdo Karl-Fischer. Esse método consiste em dissolver 8,5g de iodo em solucdo
mista de 66,7 mL de metanol puro e 26,9 mL de piridina desidratada, adicionar
vagarosamente 6,4 g de &cido sulfuroso liquido, para o uso em refrigerador,
esfriando-se com agua corrente. Se a amostra contiver acetona ou cetona, usa-se
solugdo mista de 86 mL de piridina e 9 mL de metanol, substituindo-se a solu¢éo
mista &cida descrita. Usa-se esta solugéo apds a decantacéo de 1 a 2 dias. °

A Tabela 4 mostra o teor de agua dos filmes de amido/PVA, determinado por

titulagdo de Karl-Fischer.

Tabela 4 - Teor de agua encontrado nos filmes de amido/PVA.©

Entrada Amido (g) PVA (g) H20 (%)
1 1,0 0,0 2,33
2 0,8 0,2 2,52
3 0,6 0,4 4,70
4 0,4 0,6 5,76
5 0,2 0,8 7,74
6 0,0 1,0 10

@ 0,2 g de sorbitol

Essa analise é de extrema importancia, pois para manutencdo e atividade
catalitica da enzima ap0s a imobilizagdo, € necessario que haja uma quantidade
minima de agua para a manutencdo da estrutura quaternéria da enzima e assim sua
atividade catalitica. Os filmes apresentaram teor de agua de 2,33-10,05%, o que
assegura a estabilidade das lipases nestes suportes. Esses dados estdo de acordo

com alguns reportados na literatura.*®

5.3- Efeito do solvente orgéanico nos filmes

Com os filmes de amido/PVA/sorbitol, foram feitos testes de estabilidade em
diversos solventes orgéanicos. Para este teste, pedacos pequenos do filme foram
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colocados em tubos de ensaio com aproximadamente 1 mL do solvente e deixados
em repouso por ~24 h a temperatura ambiente. Os solventes utilizados foram: n-
hexano, ciclohexano, cloroférmio, diclorometano, éter etilico, acetonitrila, éter
metilico tert-butilico (MTBE) e acetona.

ApGs o tempo pré-estabelecido, os filmes ndo apresentaram alteractes
macroscoépicas, e portanto puderam ser usados nesses meios em estudos

posteriores nas reacdes de esterificacdo e transesterificacao.
5.4- Estabilidade dos filmes com as lipases

Foram realizados experimentos com algumas lipases de diferentes
procedéncias, tais como a LBC, AK-20, F-AP15, A-12, AY-30 e M-10, todas da
marca AMANO. As atividades ja foram descritas na metodologia (item 4, pag. 13).

A Tabela 5 mostra o aspecto macroscopico dos filmes com a lipase LBC nas
diferentes proporgdes de amido/PVA. Os filmes com as caracteristicas apresentadas
nas entradas 2 e 5 apresentaram melhores resultados e foram usados para testes
com as lipases AK-20, F-AP15, A-12, AY-30 e M-10.

Tabela 5 - Aspecto macroscdpico dos filmes com as lipases. @

Entrada  Amido (g) PVA (g) LBC AK-20 F-AP15 A-12 AY-30 M-10
1 1,0 0,0 resistente
maleavel
2 0,8 0,2 resistente  resistente  aspecto aspecto resistente,  resistente,
maleavel maleével grudento  grudento seco maleével
3 0,6 0,4 resistente
maleavel
4 0,4 0,6 maleavel
5 0,2 0,8 maleavel  resistente resistente resistente  resistente,  resistente,
maleavel  maleavel maleavel seco, maleavel,
quebradico  grudento
6 0,0 1,0 aspecto
grudento

@ 0,2 g de sorbitol, 50 mg de cada lipase

Esses sistemas biocataliticos (suporte/lipase foram usados na reacdo de
transesterificacdo do acetato de vinila com butanol, para se obter o acetato de butila.

Foram avaliadas diversas condigcbes experimentais, tails como a proporgao
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amido/PVA, solvente organico e reutilizacdo. As melhores condi¢cdes foram usadas
para a obtencado dos outros ésteres de aroma 12, 13, 14 e 15.

Os filmes com as lipases AY-30 e M-10 com as caracteristicas da entrada 5,
nao foram usados, por terem aspecto muito grudento e de dificil manuseio.
5.5- Reacao de esterificacdo e transesterificagdo

Neste trabalho, e conforme ja mencionado foram estudadas reacfes de
esterificacdo e transesterificacdo para a obtencao do acetatos de n-butila (aroma de
abacaxi) (11), de benzila (aroma de péssego) (12), de n-octila (aroma de laranja)

(13), de isoamila (aroma de banana) (14) e o butanoato de etila (aroma de
morango) (15).

Ean A Looan
JAN

14 15

A seguir sera descrita a preparacao do acetato n-butila.
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5.6- Preparagdo do acetato de n-butila (11)
5.6.1- Avaliagcdo da influéncia de diferentes lipase s

No primeiro estudo feito para a obtencdo do acetato de n-butila, avaliou-se a
influéncia de lipases de diversas procedéncias. Utilizou-se n-hexano como solvente.

Pelas andlises de espectro de RMN de 'H, foi possivel determinar a
porcentagem de conversao do éster com cada lipase testada. A conversao foi obtida
comparando-se as areas dos picos dos hidrogénios metilénicos do butanol com as
do produto formado, acetato de butila.

Os dados de conversao estdo apresentados Tabela 6.

Tabela 6 - Conversdo em acetato de butila com diferente Iipases.(a)

Entrada®  Amido PVA LBC  AK-20 F-AP15 A12  AY-30  M-10
(9) ) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 1,0 0,0 93,7
2 0,8 0,2 91,6 31,9 213 161 3,8 5,5
3 0,6 0,4 91,8
4 0,4 0,6 89,2
5 0,2 0,8 88,3 420 289 250 - e

6 0,0 1,0 91,0

®determinado por RMN de ‘H; ™ 0,2 g de sorbitol, 50 mg de cada lipase, 24h, 26 °C.

A Figura 15 mostra o espectro de RMN de 'H de uma aliquota da reacéo de
transesterificacdo do acetato de vinila com o butanol, catalisada pelo sistema
suporte/ LBC, com as caracteristicas descritas para a entrada 2 (24 h). Destacam-se
as areas dos sinais dos protons metilénicos do éster (triplete centrado em 4,05 ppm)

e a do alcool (triplete centrado em 3,65 ppm). A converséo foi de 93,7%.

23



4.08

p
1
2
%9

= —7.26

T T T T T T T T T T T T T T
T.0 8.5 8.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 30 ] 2.0 1.5 1.0 [ E]
Chemical Shift {ppm)

Figura 15 - Espectro de RMN de 'H da reagdo do acetato de vinila com butanol
[(amido (0,8 g)/PVA (0,2 g)/ LBC (50 mg), 26 C, n-hexano, conv. 93,7%] (400 MHz,CDCls).

Na reacdo com a LBC imobilizada no filme formado por 0,8 g amido/0,2 g
PVA/0,2 g sorbitol, obteve-se o éster com 91,6 %. Ao utilizar os filmes com as outras
propor¢cdes de amido e de PVA, as conversdes em éster também foram boas e
variaram de 88,3-91,8 %. Em geral, verificou-se que os resultados nao foram
influenciados pela composi¢cao do suporte.

Utilizando-se as lipases AK-20, F-AP15, AY-30 e M-10 imobilizadas nos filmes
com as caracteristicas das entradas 2 e 5, as conversfes em éster (11) foram
menores. Os melhores resultados foram obtidos com a lipase AK-20, formando o
produto com conversdes de 31,9 e 42 %. Ao se utilizar as demais lipases
imobilizadas, as conversdes variam de 28,9-3,8 %. Estes dados mostram que a
procedéncia e pureza do biocatalisador sdo importantes para se obter o produto em
alta conversdo. Resultados similares foram obtidos na preparacao de diferentes
ésteres alquilicos, com lipases imobilizadas em filmes de carboximetilcelulose e
PVA. '8
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Conforme descrito no item 4.5, o éster 11 foi purificado e analisado por

espectroscopia de IV, como mostra a Figura 16.
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Figura 16 — Espectro de IV do acetato de n-butila purificado (pastilha de KBr).

Analisando a Figura 16, pode-se observar bandas caracteristicas do acetato
de n-butila. Na regido de 1740 cm™ observa-se uma banda correspondente a
carbonila de éster (C=0), em 1256 cm™, a de estiramento da ligacdo C-O, também
de um éster. Em 2963-2855 cm™, observam-se as bandas caracteristicas de

estiramento de C-H alifatico.

5.6.2- Efeito da massa de lipase

Para avaliar a influéncia da massa da LBC, foram preparados fiimes de
amido/PVA com as proporc¢des descritas nas entradas 2 e 5 com a lipase LBC. Os
suportes foram preparados com 20, 30 e 50 mg. Os resultados de conversao em

éster estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Convers3o0® do acetato de n-butila em funcdo da quantidade de lipase

Entrada Amido (g) PVA (g9) 20 mg (%) 30 mg (%) 50mg (%)
2 0,8 0,2 83,3 89,0 91,6
5 0,2 0,8 85,0 78,1 88,3

(a) determinada por RMN de "H, sorbitol (0,2 g), t=26 C, hexano

Observa-se que o éster foi obtido com boas conversdes mesmo quando
foram utilizados apenas 20 mg de LBC (83,3-85,0 %). Para fins comparativos, foram

usados 50 mg em outros estudos.

5.6.3- Reutilizagédo dos sistemas biocataliticos

Para avaliar a eficiéncia da reutilizagdo da lipase imobilizada, os filmes
preparados com as condi¢des descritas nas entradas 2 e 5, foram reutilizados depois
gue os suportes ficaram estocados por determinado periodo em solvente orgénico.

A Tabela 8 mostra os resultados da reutilizagdo dos suportes para a obtencéo
do acetato de butila.

Tabela 8 - Conversdes do éster (11) em sucessivas reutilizagées(a)

Entrada Amido  PVA 1°uso 2°uso @ 3°uso ®  4us0©@  5uso ©
(9 9 (%) (%) (%) (%) (%)
2 0,8 0,2 91,6 85,6 91,9 58,4 58,3
5 0,2 0,8 88,3 78,5 92,0

(a) determinadas por RMN de "H, 0,2 g sorbitol, t=26 C, (a) 42 dias, (b) 150 dias, (c) 208 dias, (d)
230 dias, em hexano.

Este estudo mostra o quanto é eficaz a imobilizagdo da lipase LBC,
considerando que mesmo estocada por 230 dias em solvente organico, a conversao
em éster foi de 58,3 %, sendo portanto uma das vantagens deste método.

As conversdes obtidas no terceiro uso foram maiores que as anteriores (91,9
e 92,0 %). Esse resultado pode ser explicado considerando-se que os filmes nao

foram lavados adequadamente, e que ainda continham os reagentes e o produto.
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5.6.4- Efeito da influéncia do solvente

Foram usados solventes de diferentes polaridades para avaliar a influéncia
destes na obtencdo do acetato de n-butila, utilizando como catalisadores as lipases
LBC e AK-20 imobilizadas em filme de amido/PVA com as propor¢des de 0,8/0,2g.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Efeito do solvente organico na converséo do acetato de n-butila.®

Solvente Log P®  Conv.LBC  Conv. AK-20
(%) (%)
hexano 3,5 91,6 39,0
ciclohexano 3,2 97,3 76,7
cloroférmio 2,0 55,2 32,1
MTBE 1,43 76,7 47,7
diclorometano 0,93 50,0 44,9
éter etilico 0,83 38,1 13,7
acetona -0,23 60,4 25,0
acetonitrila -0,33 51,1 17,7

@ 25 mL de solvente; 26 T; 50 mg de lipase; ™ logaritmo do coeficiente de particio octanol/agua.’’

Os resultados obtidos mostraram que utilizando-se solventes menos polares
(log P >3) tais como hexano e cicloexano, foram obtidas as maiores conversdes
sendo de 32,1 a 97,3%. Quando foram utilizados os solventes mais polares (log P <
3), 0 éster 11 foi obtido com conversdes menores, variando de 13,7 a 76%.

Quando se empregou o MTBE (log P 1,43), as conversdes em acetato de
butila foram de 47,7 e 76,7 %, que sdo maiores do que ao usar o cloroférmio, um
solvente menos polar. Assim, o MTBE também pode ser usado para a obtencdo do

éster.
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Esses resultados estdo de acordo com dados obtidos em outros trabalhos,
gue descrevem que a atividade da enzima € menor em solventes polares. Ja esta
bem estabelecido que € necesséaria uma quantidade minima de agua em torno da
enzima imobilizada ou ndo, para a manutencdo da atividade catalitica. Postula-se
gue os solventes mais polares, por serem hidrofilicos, podem retirar a camada de
agua essencial ao redor da enzima, causando uma certa distor¢do na conformacao
natural e alterando a atividade catalitica do biocatalisador. Portanto, os solventes
apolares (hidrofébicos) sdo os mais adequados para serem usados em reacdes

catalisadas por enzimas. **%"%

5.6.5- Obtengé&o do acetato de butila com a LBC n& o imobilizada

Foi realizada a reacéo de transesterificacdo do acetato de vinila com butanol
catalisada por LBC ndo imobilizada, em solvente organico. Foram usadas
guantidades equimolares (2 mmol) dos reagentes, 50 mg de LBC em 30 mL de n-
hexano. A reacdo foi mantida em agitacdo orbital por 24 h a 26 C, e o éster foi
obtido com conversao de 95,9 %.

Depois de filtrar e lavar a LBC, recuperaram-se 26 mg da lipase. Esta foi
reutiizada na mesma reacdo, e sob as mesmas condigbes experimentais. A
conversao em produto foi de 58,0 %.

Na Figura 17, esta apresentado um grafico comparando o segundo uso da
lipase LBC imobilizada (condi¢cdes da entrada 2, Tabela 8) com o da LBC néo

imobilizada.
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Figura 17 - Comparacao do reutilizagdo da LBC imobilizada com a ndo imobilizada (26 C, 24 h).

Foi observado um decréscimo acentuado da conversdo em 11 ao utilizar a
LBC ndo imobilizada. Sabe-se que a atividade catalitica pode ser afetada pelo
solvente organico, e que este que pode desnaturar a enzima alterando a estrutura
nativa. Apos imobilizacdo, em geral, as enzimas mantém a estrutura tridimensional

praticamente inalterada. ®%°

Por esses e outros motivos (incluindo o custo), constata-se a importancia da
imobilizacdo para utilizacdo em reacdes organicas, podendo ser reutilizada por

varias vezes sem perda significativa do seu poder catalitico.

5.6.6- Preparacéo dos ésteres de aroma 12, 13,14e 15

Com as melhores condi¢cGes obtidas na converséo do acetato de butila, foram
preparados os ésteres 12 (acetato de benzila), 13 (acetato de octila), 14 (acetato de

isoamila) e 15 (butanoato de etila).
Foi selecionada a lipase de Burkholderia cepacia (LBC) imobilizada no filme

de amido (0,8 g)/PVA (0,2 g)/sorbitol (0,2 g). As reacdes foram feitas em n-hexano.
Os resultados das conversdes em éster estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 — Converséao dos ésteres 12,13,14 e 15@

Ester Convers&o(%)
0
12 )koﬁij 60,0
o)

13 )ko/\/\/\/\ 81.0

I &)\
14 )Lo 62,6

o)

15 Mo/\ 80,0

(a)26 <C,; agitacédo orbital; 24 h; em hexano

O sistema amido/PVA/LBC foi muito eficaz como catalisador e os ésteres
foram obtidos com conversdes de 60% (12) a 81% (13).

Esses resultados mostram que a LBC imobilizada e filme de amido/PVA
podem ser aplicados para a obtencao de diversos ésteres de cadeias relativamente

pequenas.
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6- CONCLUSOES

As principais conclusdes obtidas neste trabalho séo:

v

v

A extracdo do amido da mandioca mostrou-se viavel, obtendo-se, 72 g de
amido apds a secagem,;

Os filmes feitos com amido/PVA usando como plastificante o sorbitol, sdo
consistentes e maleaveis conservando uma porcentagem de agua de 2,33-
10,05 %.

Os suportes mostraram-se estaveis nos diversos solventes organicos
testados;

Utilizando a LBC imobilizada em filmes de amido/PVA, o acetato de butila (11)
foi obtido com conversodes de 88,3-93,7 %;

Com as lipases AK-20, F-AP15, A-12, AY-30 e M-10 imobilizadas, as
conversdes em (11) foram moderadas, sendo de 42 % (AK-20) a 5,5 % (M-
10);

A reutilizacdo dos suportes foi eficiente, obtendo-se (11), com converséo de
58,3-91,6 %;

As maiores conversdes em éster, foram obtidas ao utilizar os solventes menos
polares (log P >3), sendo de 32,1 a 97,3%;

Ao utilizar a LBC ndo imobilizada, o éster (11) foi obtido com 95,9 %,mas na
segunda reutilizacdo a conversao foi apenas de 50 %.

Os ésteres 12, 13, 14 e 15 foram obtidos com conversdes de 60-81 %, ao

utilizar a LBC imobilizada em filme de amido/PVA.

Portanto, a utilizacdo de filmes de amido/PVA como suportes para

imobilizacdo de lipases mostrou-se extremamente vantajosa. O amido pode ser

extraido de diversos grdos e tubérculos que sdo abundantes na natureza,

tornando o processo barato, além de ser biodegradavel. Salienta-se também a

vantagem da reutilizagao.
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7- PERSPECTIVAS

» Utilizar amidos e lipases de outras fontes naturais;

» Avaliar a influéncia da temperatura nas reacOes de esterificacdo e
transesterificacao;

» Imobilizar simultaneamente duas ou mais lipases no mesmo suporte, o0 que é
chamado de “coquetel enzimatico”;

» Sintetizar outros ésteres de aroma, com as melhores condi¢cbes obtidas para

este sistema.
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9- ANEXOS

Com os resultados obtidos até esta data, foi apresentado um trabalho na XVIII
SBQ-Sul, (11 a 13 de novembro de 2010 — Curitiba — PR).

A copia do mesmo esta anexada a seguir.
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