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Resumo

A Quimica sustentavel é uma das areas cientificas que maior relevo tem tido nos
ultimos anos. A constante procura por processos alternativos baseados em tecnologias
“limpas” estende-se a todas as areas da quimica, desde a quimica de sintese até a biocatalise

enzimatica.

A tese envolveu a aprendizagem de técnicas de sintese e purificagdo de liquidos
ionicos, pois para além de liquidos idnicos disponiveis comercialmente também foram

utilizadas liquidos ionicos especificos a que poucos grupos de investigacdo tém acesso.

Foram implementados dois métodos distintos para medir a actividade catalitica da o-
amilase. No primeiro método utilizado, DNS, verificou-se que alguns dos anides utilizados
interferiam com os reagentes de coloracdo, adulterando os resultados obtidos. Assim,
optimizou-se um segundo método baseado na medicdo do complexo amido-iodo que se
revelou mais abrangente e fidedigno. Os resultados do DSF permitem avaliar a estabilidade
estrutural da enzima. A analise conjunta dos resultados de estabilidade e de actividade
catalitica da enzima permitem obter informacao relevante sobre os melhores liquidos idnicos

a utilizar.

Foram realizados varios estudos utilizando sistemas aquosos bifasicos como
ferramenta para a extrac¢do de a-amilase, contudo a interferéncia dos sais inorganicos com 0s
métodos de medida da actividade catalitica em cada uma das fases formadas ndo permitiu
uma avaliacdo definitiva dos melhores sistemas a utilizar, pelo que novos estudos
complementares sdo necessarios, possivelmente com a optimizacdo de um terceiro método de
guantificacdo de actividade catalitica. Os estudos realizados por FTIR para identificar
interac¢cdes entre a enzima e os liquidos idnicos foi realizado muito perto do final deste
trabalho e os resultados obtidos mostram que o método utilizado ainda necessita de ser

trabalhado em pormenor utilizando distintas condi¢Ges experimentais.



Abstract

Sustainable chemistry is one of the more relevant scientific areas over the last few
years. The continuous search for alternative processes based on clean technologies spreads all
over areas of chemistry from synthetic chemistry to enzymatic biocatalysis.

This thesis included the synthesis and purification of ionic liquids, since some specifically
designed ionic liquids were used complementary to the ones commercially available.

Two distinct methods for measuring the a-amilase catalytic activity were
implemented. In the first method, a DNS assay, it was verified the interference of some ionic
liquid anions with the colour reagents, which adulterated the obtained results. Then, a new
method based on the formation of the starch-iodine complex was optimized and revealed a

broader application than the former one.

The DSF results were used to evaluate the structural stability of the enzyme. The
analysis of both stability and activity levels of the enzyme enabled us to obtain relevant
information on the best ionic liquids for this process.

Several tests were performed using aqueous biphasic systems as a tool to extract o-
amilase. However, the interference of the inorganic salts in the methods used to evaluate the
catalytic activity didn’t allow to make a final conclusion of the best systems and further
complimentary studies are needed, possibly the optimization of a third method to quantify the

enzyme’s catalytic activity.

The FTIR studies performed to identify the interactions between enzyme and IL were
conducted very close to the end of the workplan and the experimental results show that the
used method has to be optimized using distinct experimental conditions.
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C4MIMCI - 1-Butyl-3-methylimidazolium chloride, 99%, io-li-tec, (IL-0014-HP).
CsMIMCI - 1-Hexyl-3-methylimidazolium chloride, >98%, io-li-tec, (IL-0054-HP).
CsMIMCI - 1-Methyl-3-octylimidazolium chloride, >98%, io-li-tec, (IL-0072-HP).
C10MIMCI - 1-Decyl-3-methylimidazolium chloride, >98%, io-li-tec, (1L-0065-HP).
ChCI — N,N,N-trimethyl-hydroxyethylammonium chloride, >98%, Sigma, 67-48-1.
Benzyl MIMCI — 1-Benzyl-3-methylimidazolium chloride, 99%,io-li-tec,(I1L-0140-HP).

(C.OH)MIMCI - 1-(2-Hydroxyethyl)-3-methylimidazolium chloride, 99%, oi-li-tec, (IL-
0039-HP).

ChH,PO,4 — N,N,N-trimethyl-hydroxyethylammonium dihydrogen phosphate, >98%, io-li-
tec, (1L-0042-HP).

Co,MIM(C4),PO,4 - 1-Ethyl-3-methylimidazolium dimethylphosphate, 98%, io-li-tec, (IL-
0220-HP).

Co,MIM(C,),PO4 - 1-Ethyl-3-methylimidazolium diethylphosphate, 98%, io-li-tec, (IL-0052-
HP).

C,MIMC;SO, -1-Ethyl-3-methylimidazolium methylsulfate, 99%, io-li-tec, (IL-0112-HP).
C,;MIMCgSO, - 1-Ethyl-3-methylimidazolium octylsulfate, 99%, Merk, 4.90205.
C;MIMHSO, - 1-Ethyl-3-methylimidazolium hydrogensulfate, 99%, io-li-tec, (IL-0091-HP).
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C/,MIMBF, - 1-Butyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate, 99%, Solvent Innovation,
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C,C1MIMBF, - 1-Ethyl-2,3-dimethylimidazolium tetrafluoroborate, 98%, io-li-tec, (IL-0001-
HP).
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C,CiMIMBF, - 1-Butyl-2,3-dimethylimidazolium tetrafluoroborate, 99%, io-li-tec, (IL-
0058-HP).

C,MIMLact — 1-Ethyl-3-methylimidazolium L-(+)-lactate (assay>96%), Aldrich, 878132-
19-5.

C;MIMOTT - 1-Ethyl-3-methylimidazolium triflate, 99%, io-li-tec, (IL-0009-HP).
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C,PyridiniumBr - 1-Ethylpyridinium bromide, 99%, io-li-tec, (IL-0171-HP).
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ChC;SO3 — N,N,N-trimethyl-hydroxyethylammonium methylsulfonate, >99%, Sintetizado no

laboratorio.

C,ChC;SO3 - N-ethyl-N,N-dimethyl-hydroxyethylammonium methylsulfonate, >99%,
Sintetizado no laboratdrio.

C3ChC;SO3 — N-propyl-N,N-dimethyl-hydroxyethylammonium methylsulfonate, >99%,
Sintetizado no laboratdrio.

C4sChC;SO3 — N-butyl-N,N-dimethyl-hydroxyethylammonium methylsulfonate, >99%,
Sintetizado no laboratdrio.

CsChC;SO3 — N-pentyl-N,N-dimethyl-hydroxyethylammonium methylsulfonate, >99%,

Sintetizado no laborat6rio.

ChC,SO3; — N,N,N-trimethyl-hydroxyethylammonium ethylsulfonate, >99%, Sintetizado em

laborat6rio.
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ChOAc - N,N,N-trimethyl-hydroxyethylammonium acetate, >99%, Sintetizado em

laboratério.

C,ChOAc — N-ethyl-N,N-dimethyl-hydroxyethylammonium acetate, >99%, Sintetizado em

laboratorio.

C3ChOACc — N-propyl-N,N-dimethyl-hydroxyethylammonium acetate, >99%, Sintetizado em

laboratorio.

C4ChOACc — N-butyl-N,N-dimethyl-hydroxyethylammonium acetate, >99%, Sintetizado em

laboratorio.

CsChOACc — N-pentyl-N,N-dimethyl-hydroxyethylammonium acetate, >99%, Sintetizado em

laboratorio.

C,MIMC;SO; - 1-Ethyl-3-methylimidazolium methylsulfonate, >99%, Sintetizado em

laboratorio.

C,MIMC,SO3 — 1-Ethyl-3-methylimidazolium ethylsulfonate, >99%, Sintetizado em

laboratorio.

C,MIMC,SO3 - 1-Ethyl-3-methylimidazolium butylsulfonate, >99%, Sintetizado em

laboratorio.

ChAla — N,N,N-trimethyl-hydroxyethylammonium alaninate, >99%, Sintetizado em

laboratorio.

ChGIli - N,N,N-trimethyl-hydroxyethylammonium glicinate, >99%, Sintetizado em

laboratorio.
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1. Introducao

Desde sempre que 0 Homem procura utilizar os recursos da natureza a seu favor. Ja na
Antiguidade o Homem recorria a microrganismos para a producédo de alimentos. Hoje sabe-se
que a producdo de alguns alimentos se deve essencialmente as enzimas que estdo presentes
nesses microrganismos. Assim, para podermos utilizar apropriadamente as enzimas €
necessario fazer estudos a fim de termos uma melhor nocdo de como uma determinada
enzima actua e de como maximizar a sua actividade. A Biotecnologia é uma das areas mais
promissoras e prevé-se que em 2025, o mercado de produtos na Unido Europeia que estardo
relacionados com a Biotecnologia seja de 250 BiliGes de euros. (Ribeiro , Silva, & Oliveira,
2005)

A Quimica sustentdvel é uma das areas cientificas que maior relevo tem tido nos
ultimos anos. A constante procura por processos alternativos baseados em tecnologias
“limpas” estende-se a todas as areas da quimica, desde a quimica de sintese até a biocatalise

enzimatica.

Foi j& no novo milénio que a investigacdo envolvendo liquidos i6nicos teve um
crescimento extraordindrio devido a algumas caracteristicas que fazem deles possiveis
solventes de excepcdo, nomeadamente ndo inflamabilidade, volatilidade negligenciavel e
elevada estabilidade térmica. Para além disso, a possibilidade de se desenhar o liquido i6nico,
por alteracdo do catido e/ou anido, de modo a obter as propriedades e caracteristicas

estruturais desejadas tornou ainda mais relevante esta area de estudo.

No ambito deste trabalho, escolhemos as amilases pois representam um dos mais
importantes grupos de enzimas na biotecnologia, nomeadamente na industria alimentar.
Assim, o objectivo primordial deste estudo foi obter resultados experimentais que nos
permitissem avaliar o efeito dos liquidos idnicos na actividade catalitica, estrutura e extracgdo

da a-amilase em estudo. A obtencéo destes resultados é fundamental para o desenho de novas



arquitecturas de liquidos i6nicos que permitam maximizar a actividade catalitica destas

enzimas, bem como permitir processos extractivos mais eficientes.

1.1. Proteinas

As proteinas sdo compostos organicos constituidos por uma cadeia de aminoacidos
ligados por ligagdes peptidicas disponiveis em muitos tamanhos e formatos. Sdo moléculas
essenciais a vida que desempenham muitas fungdes, entre as quais as de regulagdo, estrutural,
sinalizacdo, transporte, movimentacdo e de catalise. A diversidade de proteinas,
principalmente no que diz respeito a sua estrutura tridimensional, deve-se essencialmente ao
tamanho da cadeia de amino&cidos e a sequéncia destes, podendo em alguns casos dever-se
também a ligagdes dissulfeto e a de pequenas moléculas ou ifes as cadeias laterais de
aminoacidos. Assim, uma determinada sequéncia linear de aminoacidos ira dobrar-se em
apenas uma ou poucas formas tridimensionais estritamente relacionadas denominadas de
conformagdes. A conformacdo de uma proteina juntamente com as propriedades quimicas
resultantes das cadeias laterais de aminoacidos determinam a sua funcdo. (Lodish, et al.,
2007)

1.1.1. Estrutura das proteinas

Uma concepcdo chave para o entendimento de como as proteinas funcionam é que a
funclo destas deve-se & sua estrutura tridimensional, sendo que esta é especificada pela

sequéncia de aminodcidos. (Lodish, et al., 2007)

A estrutura primaria de uma proteina consiste na ligagdo linear de aminoacidos através

de ligacdes peptidicas (e ocasionalmente ligacdes dissulfeto). (Lodish, et al., 2007)

Na estrutura secundaria de uma proteina séo estabelecidas liga¢cdes de hidrogénio entre
diferentes segmentos de cadeias polipeptidicas As estruturas secundarias mais comuns sao as
do tipo a-hélice e folha-p (Fruton & Simmonds, 1958), (Lodish, et al., 2007).

A estrutura secundaria do tipo a-hélice é a mais simples e a mais presente nas
proteinas, pois este tipo de estrutura aproveita o facto de, embora as ligacdes peptidicas sejam

rigidas, as restantes ligacfes sdo livres para rotacdo. Além disso, esta optimiza o uso das



ligagBes de hidrogénio que se formam entre o hidrogénio do grupo amina e o oxigénio do
grupo carbonilo do quarto aminoacido que se encontra na terminacdo amina dessa ligacao

peptidica. Assim forma-se uma estrutura helicoidal estavel.

Um aminoacido (a-aminoacido) apresenta 0s grupos que o0 constituem (grupo amina,
grupo carboxilico, hidrogénio e um grupo R caracteristico de cada aminoacido) ligados a um
carbono denominado centro quiral. Este centro quiral permite que se formem esterecisémeros,
mais concretamente enantiomeros, uma situacao que ocorre quando dois aminoécidos sdo a
imagem no espelho um do outro. Assim, estes sdo classificados como L-aminoacidos ou D-
aminoacidos, sendo que sdo estes que determinam se a a-hélice é orientada para a direita ou
para a esquerda. No entanto, os aminoacidos constituintes das proteinas sdo sempre L-

aminoacidos, sendo a a-hélice orientada para a direita.

A estrutura secundaria do tipo folha-p é um tipo de estrutura secundaria comum, tal
como a a-hélice, mas em que as cadeias polipeptidicas em forma de ziguezague sdo dispostas
lado a lado. Este arranjo vai dar origem a uma estrutura em forma de pregas onde as ligacdes
de hidrogénio se formam entre os segmentos adjacentes das cadeias polipeptidicas. Esses
segmentos das cadeias polipeptidicas podem ainda ser paralelas em que os grupos amina e
carboxilo tém a mesma orientacdo ou antiparalelas em que os grupos amina e carboxilo tém

orientacdo diferentes.

A estrutura terciaria de uma proteina ocorre quando se da um rearranjo tridimensional
de todos os a&tomos presentes numa proteina. Enquanto que na estrutura secundaria as ligacoes
estabelecidas sdo entre atomos “proximos”, na estrutura terciaria as ligagcdes estabelecidas sao
entre atomos mas “distantes” que tanto podem ser devido a interacgdes fracas como devido a

ligacGes covalentes.

Alguns péptidos sdo constituidos por duas ou mais cadeias polipeptidicas separadas ou
subunidades. Uma estrutura quaternaria forma-se quando essas subunidades se arranjam em

complexos tridimensionais.

A estrutura tridimensional de uma proteina determina a sua funcéo, pois estas sao
moléculas dindmicas em que a sua funcdo depende quase sempre da forma como estas

interagem com outras moléculas (Nelson & Cox, 2002)



1.1.2. Enzimas

Uma das condi¢cOes essenciais para a vida é que um organismo deve ser capaz de
catalisar reaccOes quimicas de uma forma selectiva e eficiente. Embora as reac¢des quimicas
ocorram naturalmente, é através da biocatalise que estas se realizam num espaco de tempo (til
capaz de sustentar a vida. Assim, as enzimas sdo os catalisadores bioldgicos. Estas sdo
proteinas altamente especializadas que apresentam um alto grau de especificidade em relacdo
ao substrato, aceleram as reac¢des quimicas de uma forma extraordinaria sem alterar o seu
equilibrio e sdo capazes de desempenhar a seu fungdo em meio aquoso sob condi¢es muito
suaves de pH e temperatura. Estas propriedades fazem das enzimas catalisadores excepcionais

com uma capacidade catalitica muito maior do que os catalisadores inorganicos e sintéticos.

As enzimas sdo de uma importancia extrema para 0s processos bioquimicos, pois de
uma forma organizada elas catalisam as reac¢es permitindo transformar de uma forma mais
rapida e com menor gasto de energia os macronutrientes em moléculas simples, passiveis de

ser absorvidas pelo organismo e utilizadas para produzir macromoléculas biolégicas.

O interesse nas enzimas e o seu estudo tem vindo a aumentar nos Gltimos tempos
devido a sua importdncia pratica. Tem-se verificado a existéncia de doencas genéticas
causadas pela actividade anormal, deficiéncia ou mesmo auséncia de uma ou mais enzimas.
Assim o estudo e a utilizacdo destas tem-se demonstrado importante, ndo sé na medicina, mas

também na indUstria quimica, na agricultura e no processamento de alimentos.

1.1.3. Estrutura e estabilidade das enzimas

Uma enzima tem uma estrutura tridimensional especifica, possuindo uma regido
denominada de centro activo, onde o substrato (reagente) se liga. Assim forma-se o complexo
enzima-substrato que, sendo estavel permite diminuir a energia de activacdo, aumentando a
velocidade da formacdo de produtos. Quando h& formacdo de produtos, estes sdo libertados e

a enzima volta a estar disponivel para se ligar a outro substrato.

Dado que é a estrutura molecular que determina a funcdo da enzima, isso resulta
também numa especificidade da enzima para o substrato. Se a especificidade da enzima é
absoluta, significa que s6 reconhece um unico substrato. Por outro lado, se a especificidade €

relativa significa que a enzima reconhece um grupo de substratos semelhantes entre si.



1.1.4. Factores que influenciam a actividade enzimatica

Existem alguns factores que interferem na actividade das enzimas devido as alteracoes

que estas provocam na estrutura tridimensional das enzimas, afectando assim a sua actividade.

O pH interfere na actividade da enzima, uma vez que provoca alteraces na estrutura
desta, influenciando a formacdo do complexo enzima-substrato, e por conseguinte a eficacia
enzimética. Assim, cada enzima actua num intervalo de pH dptimo, sendo que para valores
fora desse intervalo de pH esta sofre alteragcdes na sua estrutura, impedindo que se ligue ao

substrato, dando-se assim a inactivacao.

O aumento da temperatura favorece a formagdo do complexo enzima-substrato devido
ao aumento de choques entre moléculas, logo favorecendo por conseguinte a transformacéo
dos reagentes em produtos. No entanto, para temperaturas muito altas, acima de um
determinado limite dé-se a desnaturacdo, que ocorre quando existe uma quebra das ligacGes
quimicas entre as cadeias polipeptidicas impedindo que a enzima actue.

Por vezes a enzima para além da proteina (constituida por aminoacidos) contém
também na sua constituicdo um cofactor, sendo essa enzima designada de apoenzima. Neste
caso, a enzima s se encontra funcional quando a proteina (apoenzima) e o cofactor se
encontram associados, passando a denominar-se de holoenzima. O cofactor pode ser de
natureza organica ou inorganica (Mg”*, Ca®*, entre outros), sendo que quando é de natureza

organica designa-se por coenzima.

Existem varios compostos que se podem ligar a uma enzima afectando a sua
actividade e consequentemente aumentando ou diminuindo a sua actividade. Quando 0s
compostos diminuem a actividade sdo denominados de inibidores e podem ser naturais ou

artificiais, sendo os artificiais muito utilizados na industria alimentar.

Existem inibidores reversiveis e irreversiveis, sendo que estes Ultimos ligam-se
permanentemente aos centros activos das enzimas, impedindo a formagdo do complexo

enzima-substrato, impedindo totalmente a actividade da enzima.

No caso dos inibidores reversiveis podem-se considerar de dois tipos de inibicdo: a
inibicdo competitiva em que o inibidor possui estrutura semelhante ao substrato e vai-se ligar

a enzima pelo centro activo, diminuindo assim a velocidade de reaccdo, e a inibicdo nédo



competitiva em que o inibidor se liga a enzima num local que ndo o centro activo, mas

provoca alteracGes neste, impedindo que se forme o complexo enzima-substrato

Também existem compostos denominados de indutores que aumentam a actividade da
enzima, uma vez que provocam mudancgas no centro activo que favorecem a formacao do

complexo enzima-substrato.

1.1.5. Cinética enzimatica

Para um melhor conhecimento sobre as enzimas em estudo recorre-se ao estudo da
cinética enzimatica, uma vez que esta nos permite fazer um estudo dos mecanismos
enzimaticos. Quando uma concentracdo crescente de substrato é adicionada a uma
determinada concentracdo de enzima, a actividade catalitica ird aumentar até que todas as
enzimas tenham o seu centro activo ocupado, sendo esta altura quando atinge a velocidade
maxima (Vmsx). Assim, a concentracdo de substrato ([S]) para a qual a Vms € metade é
designada pela constante de Michaelis (Ky,) e € uma caracteristica de cada enzima , quando

esta actua sobre um determinado substrato.

A equacdo de Michaelis-Menten,

Vméx [S ]

V::—
7T Kn +1S]

permite determinar a velocidade inicial (Vo) de uma reac¢do enzimatica. Quando
ocorre a saturacdo, a velocidade limite pode ser dada pelo nimero de renovacdo (Kca). A
relacdo Kc./Km fornece uma boa medida de eficiéncia catalitica (Ribeiro , Silva, & Oliveira,
2005)

1.1.6. a-amilase

Normalmente as enzimas sdo nomeadas com o nome do substrato que catalisam,
seguido do sufixo “-ase”. Assim, a amilase ¢ uma enzima da classe das hidrdlases que actua

sobre o amido, catalisando as liga¢des a-1,4 glicosidicas. Com base na especificidade do



substrato, na configuracdo do produto final e na natureza glicosidica presente no substrato, as
amilases podem ser classificadas em diferentes classes, dentre as quais se destacam as a-
amilases, B-amilases, isoamilases e pululanases. Uma das mais conhecidas e mais estudada é a
classe das a-amilases. A a-amilase (EC 3.2.1.1) é uma endoamilase que catalisa liga¢des a-
(1,4)-D-glucano glucanohidrolases. Esta actua ao longo das cadeias de amido e glicogénio,
hidrolisando as ligagdes o-1,4 formando produtos como a glicose, maltose e dextrinas. E
importante evidenciar que sendo as amilases uma das principais enzimas responsaveis na
obteng¢do de energia a partir do amido tanto a nivel dos eucariotas como dos procariotas, as a-
amilases obtidas a partir de bactérias do tipo Bacillus tém sido bastante estudadas para
aplicacdes industriais, uma vez que estas possuem melhores propriedades termoestaveis.
Diferentes a-amilases sdo produzidas por diferentes espécies de Bacillus, o que faz com que
estas apresentem diferentes caracteristicas entre si como a temperatura éptima, o pH éptimo e
a estabilidade da enzima. Enzimas termoestaveis tém um grande interesse para a industria do
processamento do amido, visto que a gelificacdo ocorre em torno dos 70°C (Delatorres,
Ladeira, Andrade, Barbosa, & Martins, 2010).

1.1.7. Aplicacdes da a-amilase

A investigagdo voltada para a a-amilase deve-se sobretudo ao facto desta apresentar
uma enorme variedade de aplicagdes industriais, como por exemplo na inddstria alimentar e
biotecnologia. Um das aplicagdes da a-amilase na inddstria alimentar é na producgdo de
xaropes ricos em glicose e frutose que depois podem ser utilizados como adocantes em
sumos. A adi¢do de enzimas aquando da preparacdo do pao pode retardar o envelhecimento
deste, fazendo com que fique com um aspecto mais “fresco” por mais tempo ¢ a a-amilase de
origem fungica pode mesmo conceder um maior potencial fermentativo. A vida util dos
produtos também é prolongada com a adi¢do da a-amilase, para além de tornar o pdo mais
doce, devido ao aumento da quantidade de agucares na massa. Outras aplicacGes das amilases
na industria alimentar incluem a producéo de cerveja em que ajuda na producéo de agucares, a
producdo de papas infantis reduzindo a viscosidade das pastas gelificadas de amido e a
alimentacdo animal em que auxilia na digestdo. As a-amilases também tém um papel muito
importante na industria téxtil, uma vez que degrada o amido presente nos fios apos a
tecelagem que tinha sido adicionado para conferir resisténcia aos fios. As a-amilases séo
também utilizadas na industria do papel e da celulose em que o amido é adicionado ao papel

para 0 tornar mais resistente a danos mecénicos que possa sofrer na sua producdo e
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posteriormente tem de ser retirado (Spier, 2005). Também na industria dos detergentes, as o-
amilases tém sido amplamente utilizadas para remocdo de nodoas e comida. Com uma
crescente tendéncia entre os consumidores da utilizacdo de agua fria para a lavagem de roupas
e loicas, as a-amilases revelaram-se um forte aliado na remoc¢do de nddoas e comida a
temperaturas moderadas e pH alcalino (Delatorres, Ladeira, Andrade, Barbosa, & Martins,
2010)

Relativamente a enzima utilizada neste trabalho, trata-se de uma enzima comercial, a
a-amilase do Bacillus amyloliquefaciens (Sigma-Aldrich, A7595-250mL, Lot#120M1543V).
Esta ainda ndo foi muito estudada, mas permitira a criacdo de conhecimento sobre as
principais interacgBes entre este tipo de enzimas e possiveis solventes alternativos para a
biocatélise. Para o estudo da actividade enzimética da a-amilase tém sido utilizadas diferentes
técnicas, nomeadamente o método do DNS e o do complexo amido-iodo (Young, Hong, &
Hatch, 1987).

1.2. Liquidos idnicos

Os liquidos ionicos (ILs) sdo sais liquidos com um ponto de fuséo abaixo dos 100°C.
Para além de possuirem caracteristicas que os tornam solventes “limpos” preferenciais tais
como volatilidade extremamente baixa (desprezavel a temperatura e pressdo normais), gama
de temperatura de fase liquida alargada, ndo inflamabilidade e alta condutividade idnica,
existe ainda a possibilidade de se poder desenhar a sua estrutura por alteragdo do catido e/ou
anido tornando-os potencialmente biocompativeis (Petkovic, Seddon, Rebelo, & Pereira,
2011). Devido as caracteristicas anteriormente mencionadas, os ILs sdo conhecidos como
solventes “verdes”, sendo que uma das suas potenciais aplicacfes é como solventes ou co-
solventes em reacgdes biocataliticas. De facto os ILs mostram-se excelentes solventes néo-
aquosos para a catalise enzimatica devido as vantagens que estes apresentam sobre 0s outros
solventes, tais como maior taxa de conversdo dos reagentes em produtos, maior selectividade,
maior estabilidade enzimatica e melhor recuperagdo e reciclabilidade (Moninuzzaman,
Kamiya, & Goto, 2010).

1.2.1. Aplicacdes do ILs

A aplicacdo de ILs em processos industriais tem vindo a crescer ao longo dos ultimos

anos (Plechkova & Seddon, 2008). No entanto tem-se tornado cada vez mais relevante o
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estudo da biocompatibilidade, toxicidade e biodegrabilidade dos ILs. A utilizacdo de catiGes

do tipo colinio tem mostrado os resultados mais interessantes (Petkovic, et al., 2010).

No que respeita a aplicacdo de ILs como solventes ou co-solventes de enzimas para a
catalise enzimatica. Nesses estudos foram testados diferentes ILs e verificar se existe alguma
diferenca nos resultados quando a enzima esta na presenca do IL e quando ndo estd. As
lipases tém sido das enzimas mais estudadas no uso dos ILs, tendo-se obtido resultados
bastante satisfatorios no que diz respeito a actividade e estabilidade (Tavares, Rodrigues, &
Macedo, 2010), purificacédo e extraccao utilizando o sistema bifésico aquoso (ABS) (Ventura,
Barros, Barbosa, Soares, Lima, & Coutinho, 2012) (Ventura, Sousa, Freire, Serafim, Lima, &
Coutinho, 2011) (Deive, et al., 2011). Embora até a data as lipases tenham sido das enzimas
mais estudadas, estudos com outras enzimas também tém sido feitos, tendo-se obtido
resultados muito positivos na producdo, selectividade e estabilidade das enzimas (Kragl,
Eckstein, & Kaftzik, 2002).

A investigacdo utilizando as amilases estd ainda numa fase embrionaria de
desenvolvimento, quando comparamos com as lipases. As amilases representam um
importante grupo de enzimas e a actuagdo da a-amilase na liquefaccdo do amido esta
fortemente relacionada com a sua estabilidade térmica. Assim, tentar entender como os ILs
influenciam a actividade da a-amilase pode-nos levar a uma técnica mais eficaz de hidrolisar
0 amido, que tem importantes aplicacdes em muitos processos industriais (Dabirmanesh, et
al., 2011)

1.2.2. ILs e a a-amilase

A utilizacdo de ILs como solventes ou co-solventes na catalise enzimatica, neste caso
especifico da a-amilase teria inumeros beneficios, tornando a utilizagdo da o-amilase mais
apelativa e competitiva a nivel industrial. Como ndo existem muitos estudos sobre a a-amilase
com ILs, foram utilizados uma série de ILs de diferentes “familias”, como objectivo de
identificar as suas caracteristicas estruturais que potenciem a actividade da enzima,
aumentando a taxa de conversdo de reagentes em produto, que permita uma maior

estabilidade e uma melhor recuperagéo da enzima.



Este estudo é acima de tudo um estudo exploratorio para o desenvolvimento de uma
metodologia de andlise e interpretacdo dos resultados que pode no futuro ser aplicada as
diversas amilases existentes e que sdo aplicadas nas mais variadas vertentes da tecnologia

alimentar e da biotecnologia.
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2. Objectivos

Desde a introducdo do conceito de Quimica Verde na década de 90, biocatalise,
utilizando organismos inteiros ou apenas enzimas, tém recebido grande atencédo, porque é um
processo ambientalmente amigavel. Algumas das vantagens significativas envolvidas nestes
processos baseiam-se na possibilidade de obtencdo de novos compostos de valor
acrescentado, na utilizacdo de processos em que o0s biocatalisadores podem ser recuperados e

reutilizados.

Neste contexto, o uso de liquidos i6nicos torna-se um marco na busca de solventes
industriais verdes. As suas caracteristicas originais, tais como, a estabilidade térmica, a
volatilidade negligenciavel, ndo inflamabilidade e elevada capacidade para dissolver uma
vasta gama de compostos quimicos estdo a acelerar a sua introducdo em tecnologias

industriais/académico.

Muitos solventes vulgarmente utilizados exibem efeitos toxicos sobre o biocatalisador
e sdo prejudiciais para o ambiente. Assim, os liquidos i6nicos tém um uso potencial
excepcionalmente interessante como meios reaccional para transformacdes enzimaticas. A
sinergia entre os liquidos i6nicos e enzimas constitui uma alternativa mais verde para a sintese
organica tradicional que oferece as ferramentas adequadas para a transformacdo industrial de

materiais naturais ou sintéticos em condi¢des moderadas de reaccao.

Além de varios resultados encorajadores na catalise enzimatica isolada, tais como, o
aumento da estabilidade e enantioselectividade, alguns liquidos i6nicos demonstraram ser
solventes ndo tdxicos e amigos do ambiente, suportando a sua utilizagdo em processos

biocataliticos .

As amilases representam um dos grupos mais importantes de enzimas dentro do
campo da biotecnologia. A eficcia da actividade de a-amilase no processo de decomposicao

do amido em acUcares a alta temperatura € muito dependente da estabilidade térmica da
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enzima. Até a data, o conhecimento do efeito dos liquidos idnicos sobre a estabilidade e a
actividade da amilase é escasso. Este trabalho é fundamental para o desenvolvimento de

tecnologias mais eficientes e sustentaveis para a hidrolise do amido.

Assim, os objectivos principais desta dissertacao s&o:
1 - Sintese de novos liquidos idnicos biocompativeis.

2- Desenvolvimento e validacdo de novos métodos para avaliar a actividade

enzimatica em liquidos iénicos.

3- Analise do efeito dos liquidos i6nicos sobre a estrutura e o potencial biocatalitico

nas proteinas.

4 - Extraccdo de enzimas utilizando liquidos iénicos.

12



3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

As solucdes de amido, de color reagent solution e de tampé&o fosfato-salino utilizadas no
método DNS foram preparadas de acordo com o protocolo da Sigma-Aldrich, utilizando os

reagentes indicados (Sigma-Aldrich, 2012).

A solucdo armazenada de iodo foi preparada de acordo com a referéncia (Young, Hong, &
Hatch, 1987)

As solucdes de aminoécidos foram preparadas utilizando: Glicina (Fluka, >99.0%), L-

Alanina (Fluka, produto de referencia) e L-lisina (Sigma, >98%).

Os ILs utilizados foram tanto comerciais como sintetizados em laboratério (ver lista de
ILs).

Os ABS foram obtidos utilizando os seguintes sais: fosfato de potéssio tribasico (K3PO,)
(Sigma-Aldrich, > 98.0%), cloreto de potassio (KCI) (Sigma-Aldrich, > 99.5%), cloreto de
sodio (NaCl) (Panreac, > 99.5%), sulfato de sodio (Na;SOsy (Fluka, > 99.0%), carbonato de
sodio (Na;CO3) (Fluka, > 99.0%), cloreto de calcio (CaCl,) (Sigma-Aldrich, > 99.0%) e
sulfato de amonio ((NH4)2SO4 (Sigma, > 99.0%).

Foi utilizada 4gua destilada em todos 0s procedimentos.

Sempre que se pretendia utilizar um IL, este era previamente colocado sob vacuo a
temperatura moderada (40 a 70 °C, consoante o liquido idnico) (Figura 1), para remover a

agua ou outros solventes residuais que este pudesse conter.
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Figura 1. Sistema de vacuo para secagem dos liquidos i6nicos.
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3.2. Métodos

3.2.1. Preparacéo da solucao de enzima

A o-amilase utilizada neste trabalho foi a a-amilase de Bacillus amyloliquefaciens
(Sigma-Aldrich, A7595-250mL, Lot#120M1543V). Embora a sua temperatura e pH éptimos
sejam respectivamente 65°C e 5.9, nos métodos utilizados foi usada uma temperatura de 25°C
e um pH de 6.9, uma vez que pretendemos analisar o desempenho desta enzima as condicdes

ambiente.

Embora o tampdo de fosfato salino utilizado tivesse sempre um pH de 6.9, no método do
DNS este apresentava uma concentracao de 20 mM enquanto que no método do complexo de

amido-iodo este tinha o dobro da concentragéo (40 mM).
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3.2.2. Determinacdo da curva de calibracdo para quantificacdo de

proteinas em solucdo (método de Bradford)

Este método consiste na ligacdo do azul de Coomassie presente no reagente de Bradford
(Sigma) utilizado a proteina (enzima), o que resulta num aumento da absorvancia a 595nm
(Bradford, 1976).

Procedimento:

Numa cuvete misturar 200ul de reagente Brandford com 800uL de solucdo de enzima
(fazendo triplicados). Fazer o branco com 800uL de solucdo de enzima e 200ul de agua
destilada. Ao fim de 50 minutos mede-se a absorvancia das amostras ao comprimento de onda
de 595 nm. Coloca-se a cuvete 1 minuto antes da leitura no espectrofotometro (UV-1800 UV-
VIS Spectrophotomer) para estabilizar. A concentracdo de proteina presente na amostra é

calculada com base numa curva de calibracdo obtida através do método de Bradford.
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3.2.3. Método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

O método DNS descrito por (Dabirmanesh, et al., 2011)consiste na quantificacdo da
quantidade de maltose formada. Para isso foi utilizada uma solucdo de enzima diluida 40000x
(que corresponde a uma concentracdo de 20 nM) e foram testadas trés concentracfes de cada
liquido i6nico (0.9 M; 0.75 M e 0.5 M).

Procedimento:

A enzima é colocada em contacto com o IL durante 15 min a temperatura ambiente.
Posteriormente sdo adicionados 100 puL da mistura anterior de enzima com IL a 100 pL de
substrato (1% p/v) e a reaccdo ocorre durante 6 min a 25 °C. Para parar a reacgdo Sao
adicionados 100 pL de color reagent solution a mistura reaccional anterior e esta é
termostatizada durante 15 min a 100 °C. Esta mistura € colocada em gelo para mais
rapidamente atingir a temperatura ambiente. A leitura da absorvancia é feita a 540 nm num

espectrofotémetro UV-VIS (adicionados 900 pL &gua para completar o volume).
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3.2.4. Método do complexo amido-iodo

O metodo descrito por (Young, Hong, & Hatch, 1987) consiste na quantificacdo da
quantidade de amido presente em solucdo. Para isso foram testadas trés diferentes
concentragcdes de IL (0.9 M; 0.75 M; 0.5 M) e uma diluicdo de enzima de 8000x (que
corresponde a 100 nM).

Procedimento:

A enzima é colocada em contacto com o IL por 15 min. A reaccdo ocorre durante 6 ou 10
min a 25 °C ao adicionar 100 pL da mistura anterior de enzima com IL a 800 pL de substrato
(1% pl/v). Para parar a reaccdo adiciona-se 1000 pL de HCI (0.1 M) a mistura reaccional
anterior. A 100 pL da mistura anterior sdo adicionados a 1000 uL de uma solucdo diluida de
iodo (1% em 1, e 10% em KI). A leitura da absorvancia a 620 nm ¢é feita num

espectrofotometro UV-VIS.
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3.2.5. FT-IR (Infravermelho por Transformada de Fourier)

O FT-IR (infravermelho por transformada de Fourier) é um tipo de espectroscopia de
absorcéo na zona espectral do infravermelho utilizada para identificar a composicdo de uma
determinada amostra baseando-se para isso nas frequéncias das vibracdes quimicas que

resultam das ligaces quimicas entres 0s &tomos.

Com base em trabalhos anteriores (Deive, et al., 2011), o FT-IR tornou-se um instrumento
util para permitir verificar se a estrutura secundaria de uma proteina € alterada baseando-se
para isso nas bandas que permitem identificar as ligacdes a-hélice e a folha-pB. Assim, o FT-IR

foi utilizado neste trabalho com esse propdsito.

Procedimento:

As amostras foram preparadas com as respectivas quantidades de IL e da diluicdo de
enzima (4x10% nas concentracdes de 0.5, 0.75 e 0.9M. Foram efectuados brancos de cada
uma das concentracdes de IL, da enzima e da &gua. O aparelho de FT-IR utilizado foi um
espectrometro da Bruker- IFS66-S utilizando células de liquidos. Os espectros foram obtidos
a temperatura ambiente no formato DTGS de 4000-500cm™, com uma resolugdo de 2cm™,
tendo-se realizado para o efeito 250 varrimentos e tendo sido efectuado um branco com ar. Os
dados foram processados recorrendo ao software OPUS 5.5 (Bruker) e ao software OriginPro
8.
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3.2.6. Fluorimetria diferencial de varrimento (DSF)

A estrutura e o potencial biocatalitico das proteinas esta intimamente ligado com o
dobramento de proteinas que pode ser estudado por meio da anélise da temperatura do ponto
médio de desnaturacdo térmica (Ty,), a temperatura a qual a concentragdo de proteina no
estado nativo e desnaturado ¢ a mesma (Rodrigues, Prosinecki, Marrucho, Rebelo, & Gomes,
2011). Considerando o facto de que as interac¢Bes entre proteinas e solventes afectam a
conformacéo da enzima a diferentes niveis, o estudo do comportamento ao nivel estrutural das
proteinas num meio contendo liquidos idnicos é de grande importancia, uma vez que as
enzimas podem ser tanto destabilizadas como estabilizadas dependendo do meio ambiente. O
DSF ¢ utilizado para caracterizar as transi¢cGes térmicas relacionadas com a estabilidade da
proteina através da medida do T, onde se utiliza uma sonda exdgena que tem afinidade pelas

zonas hidrofobicas da proteina que sdo expostas a medida que a proteina desenrola.

Procedimento:

O procedimento foi baseado na referéncia (Rodrigues, Prosinecki, Marrucho, Rebelo, &
Gomes, 2011)

As amostras a analisar foram aquecidas entre 20 e 90 °C com uma velocidade de
aquecimento de 1.5 °C min™ utilizando um termofluorimetro Bio Rad 1Q5 Multicolor Real-

Time PCR. A concentragéo de enzima utilizada foi de 18.2 uM.
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3.2.7. Sistema Bifasico Aquoso (ABS)

O sistema aquoso bifasico € um método alternativo e biocompativel ao método de
extraccdo liquido-liquido que permite a recuperacdo e a purificacdo de biomoléculas, tais
como, por exemplo enzimas. No ABS convencional formam- se duas fases aquosas que se
separam acima de uma determinada concentracdo de sal-sal, polimero-sal ou polimero-
polimero. Com base em trabalhos previamente efectuados, (Shahriari, et al., 2013) foram
estudados ABSs utilizando liquidos idnicos e sais, com a finalidade de se verificar se a
enzima era extraida da fase contendo liquido i6nico para a fase contendo o sal inorgéanico

mantendo a sua actividade apds a extracc¢éo.

Procedimento:

Foram colocadas 0.65979 g de ChCl numa ampola de decantacdo. Posteriormente foram
adicionados 3.911 mL de agua destilada e 500 pL de diluicdo de enzima 8x10?. A solucdo foi
agitada para proporcionar um melhor contacto entre o IL e a enzima. Depois foi adicionado o
sal lentamente/em pequenas porcles agitando até que se verificasse a separacdo das fases.
Cada uma das fases foi pesada. Foi recolhida uma amostra de 300uL de cada uma das fases e
procedeu-se ao teste da actividade catalitica da enzima através do método de complexo

amido-iodo.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Capitulo 1:Actividade enzimatica

4.1.1. DNS

Para determinar a concentracdo Optima de a-amilase a utilizar foram efectuados

estudos cinéticos variando a concentracdo de enzima garantindo que existisse uma relacéo

linear entre a absorvancia medida a 540 nm e o tempo de reac¢do. Desta forma garante-se que

a concentracdo de enzima seleccionada é adequada a quantidade de substrato presente nas

amostras e no intervalo de tempo de reaccéo (Figura 2).

Seleccao da concentragao optima de a-amilase
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Figura 2. Determinagéo da concentragdo Optima de a-amilase com base na absorvancia em funcdo do tempo

para 0 método de DNS.
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Os ILs testados foram seleccionados a partir de ILs comerciais e sintetizados em laboratério,

tentendo ter uma abordagem generalizada com diferentes ILs e entre algumas “familias” em

particular.

Tabela 1. Lista de liquidos i6nicos utilizados para 0 método de DNS.

Liquidos i6nicos comerciais

Liquidos ionicos sintetizados

ChCl ChOAc
C,MIMCI C,ChOAC
CsMIMCI CsChOAC
CgMIMCI CsChOAC
C1,oMIMCI ChAla

(C,OH)MIMCI ChGli
Benzyl MIMCI ChC4S0O;
C,MIMHSO, ChC,S0;
C,MIMC;S0, C,ChC1S0;
C,MIMC;gSO, C3ChC31S0;
C,MIM[N(CN),] C4ChC;S053
C4MIM[N(CN),] CsChC;S053

C4sMIMBTr

C,CiMIMBTr

C,MIMOTT

C,CiMIMOTT

C,MIMLact

CMIM(C1),POs,

Ca2MIM(C,),PO4

Para verificar a actividade da a-amilase na presenca de liquidos ionicos foi utilizado o

método do DNS, que consiste na quantificacdo de maltose (dissacarideo) formada, visto que

este é um dos produtos resultantes da degradacdo do amido. A formacdo de maltose é passivel

de ser quantificada através da alteracdo da cor da amostra recorrendo a um espectrofotémetro

(Figura 3).
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Figura 3. Gradagdo da cor pelo método DNS a) negativo, b) c) positivo.

Para efectuar a medig&o da actividade pelo método do DNS (Figuras 4 e 5), 0s ensaios
sdo sempre feitos em triplicados e com os respectivos brancos: branco (BB) constituido
unicamente por agua destilada, substrato de amido e color reagent solution, branco de enzima
(BE) constituido por &gua destilada, substrato de amido, color reagent solution e enzima,
branco de IL (BIL) constituido por agua destilada, substrato de amido, color reagent solution
e IL. A amostra (A) é constituida por agua destilada, substrato de amido, color reagent
solution, enzima e IL.
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Figura 4. Ensaio de DNS com resultado negativo.

Figura 5. Ensaio de DNS com resultado positivo.
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Resultados
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Figura 6. Resultados pelo método do DNS dos ILs com aniéo cloreto.

Analisando os resultados relativos aos ILs com anido cloreto (Figura 6) € possivel
concluir que quanto maior é a cadeia alquilica do catifo, menor é a actividade da enzima. E
possivel verificar com base nos graficos que o IL que apresenta melhor actividade é o cloreto

de colina (ChCl). A biocompatibilidade deste liquido i6nico representa uma mais-valia numa
possivel futura aplicacéo.
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Figura 7. Resultados pelo método do DNS dos ILs com ani&o sulfonato.

Na andlise dos resultados dos ILs com anido sulfonato (Figura 7) ndo é possivel
estabelecer uma relacdo entre o comprimento da cadeia alquilica do catido e a actividade da
enzima, pois tanto o ChC;SO; como o CsChC;SO; apresentam uma actividade de
aproximadamente 90%, enquanto os C,ChC;S0O3;, C3ChC;1SO3 e C4ChC;1SOj3 registam uma
actividade abaixo dos 10%. E interessante reparar que no existe uma diferenca significativa
das actividades entre 0 ChC;SO3; e 0 ChC,SO3, em que a diferenca entre os ILs € que numa
posicdo um tem o grupo C; e 0 outro possui o grupo C,. J& quando comparamos a actividade
do ChC,SO3 (90% de actividade) com a do C,ChC;SO3; (5% de actividade) verifica-se uma
enorme diferenca se tivermos em consideracdo que a Unica diferenca entre os ILs € a troca de
posicdo dos grupos C; e C,. Assim pode-se concluir que ndo é sé o tamanho das cadeias

alquilicas que importa, mas também a posicdo em que estas se encontram.
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Figura 8. Resultados pelo método do DNS dos ILs COM anido acetato.

Pela analise dos resultados pelo método do DNS dos ILs com anido acetato (Figura 8)
é possivel verificar que independentemente do tamanho da cadeia alquilica presente no catido
a actividade da o-amilase na presenca de cada um dos ILs ndo sofre significativas alteracdes,

rondando de uma forma geral os 100%. E de salientar que também nestes ILs o catifo é do
tipo colina.
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Figura 9. Resultados pelo método do DNS dos ILs com anido amino&cido.

A Figura 9 apresenta a actividade da enzima na presenca dos aminoécidos Alanina,
Glicina e Lisina e de liquidos i6nicos baseados nestes mesmos aminoacidos, ChAla e ChGili.
Assim pode-se concluir que tanto as solu¢bes de aminoacidos como os ILs (ChAla e ChGli)
interferem com a actividade da a-amilase, fazendo com que a actividade desta baixe para
valores inferiores a 10%. Este resultado contradiz o efeito destes mesmos ILs no aumento em
mais de 50% da actividade catalitica das lipases comparativamente a sua actividade em

solucdo aquosa (Deive, et al., a ser submetido) com estes solventes.
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Figura 10. Resultados pelo método do DNS de outros ILs.

Outros ILs de diferentes “familias” também foram testados (Figura 10), mas como o
namero de ILs pertencentes a uma mesma ‘“familia” é pequeno, € mais dificil de retirar

conclus@es no que diz respeito ao modo como aquele grupo afecta a actividade da a-amilase.

Embora este método seja largamente utilizado pela comunidade cientifica para a
catélise enzimatica, no decorrer deste trabalho foi possivel verificar que um dos reagentes
utilizados neste método, mas concretamente o acido 3,5-dinitrosalicilico presente no color

reagent solution reagia com alguns ILs (Tabela 2) formando precipitados.

Tabela 2. Lista de ILs que reagem com o 4cido 3,5-dinitrosalicilico.

ChH,PO4 C.CiMIMOTF C,CiMIMBF,
C2MIMC;SO4 C4sMIMBr CsMIMBF,
(C.OH)MIMBF,4 C2:MIMHSO4 C4C1MIMBF,4
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4.1.2. Complexo amido-iodo

A reaccdo de alguns ILs utilizados com o DNS levou a necessidade de implementar
outro método de medida da actividade enzimatica. O método escolhido foi o do complexo
amido-iodo que é também muito utilizado para a catalise enzimatica. Este método consiste em
medir a quantidade de amido que existe na amostra atraves de um complexo que este forma
com o iodo, adquirindo a amostra uma cor azul-escura. Por si sO este método apresenta uma
vantagem clara sobre o anterior, pois enquanto 0 DNS sé é efectivo se houver producdo de

maltose, este baseia-se na degradacdo do amido, independentemente dos produtos que se

formam.

Depois de se fazer a respectiva curva de calibracdo para determinar a quantidade de

amido a ser usado na amostra procedeu-se a determinacdo da concentracdo Optima da a-

amilase (Figura 11) através de uma serie de cinéticas variando a dilui¢do de enzima.

Seleccao da concentragao dptima de a-amilase
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Figura 11. Determinagdo da concentragdo optima de a-amilase com base na absorvancia em fungéo do tempo

para 0 método de complexo amido-iodo.
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Para este método tentou-se utilizar todos os ILs que tinham sido utilizados no método

anterior e outros que se consideraram interessantes.

Tabela 3. Lista de liquidos i6nicos utilizados pelo método do complexo amido-iodo.

Liquidos idnicos comerciais

Liquidos iénicos sintetizados

ChClI ChAla
C,MIMCI ChGli
C,MIMCI ChOAc
CsMIMCI C,ChOAc
CsMIMCI C3ChOAC

(C,OH)MIMCI C,ChOAc
Benzyl MIMCI CsChOAcC

C,MIMOTf ChC,SO;
C,C;MIMOTf C3ChC;S0O3
C,CiMIMOTf CsChC;S0O3
C,MIMHSO, C,MIMC;S0;
C,MIMC;S0O, C,;MIMC,S04
C;MIMCsSO, C,MIMC,4S0O4

C,MIMOACc

Cs;MIMBr
C,C;MIMBr

C,PyridiniumBr

(C,OH)MIMBF,

C4sMIMBF,

C4C1MIMBF,

C,MIM[N(CN),]

C4MIM[N(CN),]

C;MIM(C4),PO4

C2M|M(C2)2PO4

C,MIMLact
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Figura 12. Gradagdo da cor pelo método do complexo amido-iodo, a) negativo, b) e c) positivo.

A semelhanca do método do DNS, para se efectuar a medigdo da actividade pelo
método do complexo amido-iodo (Figuras 13 e 14), os ensaios sdo sempre feitos em
triplicados e com o0s respectivos brancos: branco zero (BO) constituido unicamente por agua e
iodo, branco (BB) constituido por substrato de amido, agua, acido cloridrico e iodo, branco de
enzima (BE) constituido por substrato de amido, &gua, enzima, &cido cloridrico e iodo, branco
de liquido i6nico (BIL) constituido por substrato de amido, agua, IL, acido cloridrico e iodo.

A amostra (A) é constituida por substrato de amido, enzima, IL, acido cloridrico e iodo.
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Figura 13. Ensaio do complexo amido-iodo com resultado negativo.

Figura 14. Ensaio do complexo amido-iodo com resultado positivo.
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Resultados
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Figura 15. Resultados pelo método do complexo amido-iodo dos ILs dos com anido cloreto.

Tal como pelo método do DNS, a conclusdo que é possivel retirar dos resultados
relativos aos ILs dos cloretos (Figura 15) é que, quanto maior a cadeia alquilica do catido,

menor é a actividade da enzima, destacando-se mais uma vez o cloreto de colina (ChCl).
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Complexo amido-iodo (t =6 min)
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Figura 16. Resultados pelo método do complexo amido-iodo dos ILs com anio sulfonato.

Através da andlise dos resultados dos ILs dos sulfonatos (Figura 16) ndo é possivel
estabelecer uma relacdo entre o comprimento da cadeia alquilica do catido e a actividade da
enzima, visto que tal como no DNS o ChC;SO3 e 0 CsChC,SO3 apresentam uma actividade
de aproximadamente 100%, enquanto os C3ChC;SOj3 apresenta uma actividade superior neste
método, quando comparado com os resultados do DNS, mas mesmo assim inferior aos dois
anteriores. No caso dos ILs que contém o grupo imidazélio (CoMIMC;SO3, C,MIMC,SO3 e
C.MIMC,SO3) todos apresentam actividades muito boas em geral superiores a 100%. Mais
uma vez o decréscimo que se verifica no C,MIMC,SO;3 pode ser devido ao grupo C,4 que este

apresenta reforcando a importancia do tamanho da cadeia alquilica que constitui o IL na
actividade da enzima.
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Complexo amido-iodo (t =6 min)
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Figura 17. Resultados pelo método do complexo amido-iodo dos ILs com anido acetatos.

Analisando os resultados pelo método do complexo amido-iodo dos ILs dos acetatos

(Figura 17) verifica-se que estes refletem os resultados do método do DNS.

E de realcar o C,MIMOAC que néo foi testado pelo método do DNS, mas que neste
método atinge valores maiores do que a actividade da dgua, da ordem dos 120%. No caso de
ILs que contém o grupo acetato como anido, verifica-se que ndo ha qualquer interferéncia
deste com a actividade da enzima, independentemente de o catido ser do tipo colina ou

imidazdlio.Este resultado é semelhante ao verificado para ILs com anides cloreto e sulfonato.
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Complexo amido-iodo (t =6 min)
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Figura 18. Resultados pelo método do complexo amido-iodo dos ILs com anifio amino&cido.

Comparando os resultados pelo método do complexo amido-iodo dos ILs dos
aminoéacidos (ChAla e ChGili), estes coincidem com os resultados pelo DNS. Ja os resultados
das solucdes de aminoacidos variam muito quando fazemos a comparacdo entre os dois
métodos. Analisando os resultados e 0os métodos utilizados, uma explicacdo para a diferenca
dos resultados entre os dois métodos para a Alanina e Glicina pode ser o facto de que o DNS
apenas quantifica a quantidade de maltose formada enguanto o do complexo amido-iodo
quantifica a quantidade de amido gasto. Assim, os resultados indicam-nos que existe consumo
de amido (cerca de 100% de actividade pelo método do complexo amido-iodo) e ndo existe
producdo de maltose (0% de actividade pelo método do DNS). Isto pode-se dever ao simples
facto de que ndo ha producdo maltose, mas sim de outros produtos o que viabiliza os
resultados obtidos pelos dois métodos.
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Figura 19. Resultados pelo método do complexo amido-iodo de outros ILs.

Outros ILs de diferentes “familias” também foram testados por este método. O que se
torna notério no grafico da Figura 19 é que para além dos ILs que possuem actividade
superior a 80% e 0s que ndo possuem actividade, existem ILs (C,MIMOTF, C4C;MIMOTF,
C4MIMBr, C,MIM(C,),PO,4 e C,MIM(C,),PO,) para os quais, dependendo da concentracao
de IL que foi usada, se verifica que a actividade da enzima varia muito. E interessante reparar
qgue quanto maior a concentragdo de IL, menor a actividade, o que comprova que
efectivamente o IL que interfere com a enzima, mostrando, por outro lado, a importancia de
se testarem concentracOes diferentes.

Os resultados obtidos para os ILs C,MIMLact, C,MIM(C,),PO,; (0.9 M),
Co,MIMCgSQ,4, C,CiMIMOTF e Co,MIMOTF (0.75 M e 0.9 M) contrariam 0 que seria

expectavel e precisam portanto de ser revistos e encontrada uma explicacdo plausivel para
este comportamento.
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Conclusao

Estes estudos permtiram identificar combinagOes de catides e anides que reduzem a
actividade da o-amilase e outros que a melhoram em relacdo a actividade considerada de
referéncia que € a obtido em solucdo aquosa. O IL que melhor resultado apresenta é o
C:MIMAC atingindo um valor de actividade 20% acima do da agua. Ao contrario do obtido
anteriormente para as lipases, os ILs baseados em amino&cidos ndo se revelaram promissores.
Os préximos passos incluem o desenho de novos ILs possam ainda melhorar estes resultados,

nomeadamente com a utilizacdo de outros aminoacidos.
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4.2. Capitulo 2: Estrutura e estabilidade enzimética

4.2.1. FTIR (Infravermelho por Transformada de Fourier)

A utilizacdo da técnica FTIR é muito importante para tentar perceber como é que
alguns ILs afectam a estrutura tridimensional da enzima de modo a fazé-la perder a sua
actividade catalitica. Quando uma enzima perde a sua actividade é porque sofreu alguma

alteracdo externa na sua estrutura tridimensional, capaz de alterar o centro activo desta.

Assim, utilizando o FT-IR analisaram-se amostras contendo a enzima na presenca e na
auséncia de IL para tentar verificar alguma alteracdo na sua estrutura secundaria (a-hélice e
folha-B). As amostras utilizadas tinham como constituinte um IL que provocava a perda da
actividade na enzima (testando cada uma das concentragdes 0.5, 0.75 e 0.9 M), bem como a
enzima na diluicdo de 4x10*. Foram também feitos os respectivos brancos da enzima na

diluicdo de 4x10*, do IL em cada uma das diferentes concentragdes e da agua.

Resultados

a-amilase+C,C MIMOTf_0.9
o~amilase+C,C MIMOTf_0.75
o~amilase+C,C MIMOTf_0.5
—— C,C,MIMOTf_0.75
a—amilase

Absorvancia (u.a.)

r T T T T T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Numero de onda (cm™)

Figura 20. Espectros de FTIR do IL C,C;MIMOTf com a enzima.

41



o~amilase+C,C MIMOTf_0.9
o-amilase+C,C MIMOTf_0.75
o~amilase+C,C MIMOTf_0.5

— C,C ,MIMOTf_0.75
o—amilase

Absorvancia (u.a.)

I T T T T T T T T T 1
1600 1620 1640 1660 1680 1700
Numero de onda (cm™)

Figura 21.Ampliacéo dos espectros de FTIR do IL C,C;MIMOTT com a enzima na zona onde se encontram as
bandas a analisar da estrutura secundaria.

Tendo como base trabalhos prévios (Elkins, 2011), (Paquet, Laviolette, Pézolet, &
Auger, 2001) e (Ganin, Chung, Smith, Deflores, Jones, & Tokmakoff, 2008) verifica-se que
as bandas a analisar correspondentes & a-hélice estdo entre 1660-1640 cm™ e & folha-p situam-
se entre 1642-1620 cm™, #1680 cm™. Assim analisando a Figura 21 é possivel verificar que
ndo existe aparecimento nem desaparecimento de bandas quando comparamos 0S espectros
das amostras (a-amilase + C,C;MIMOTT) com o do IL ou da a-amilase. Quando se tentou
fazer a subtraccdo da 4gua por causa da banda de deformacéo que esta apresenta a 1640 cm™,
verifica-se que ao se fazer a subtracgdo esta apresenta picos invertidos e por vezes valores
negativos, o que se conclui estar errado. Tal facto pode ficar a dever-se a necessidade de
optimizar as condicdes do ensaio, nomeadamente através da utilizacdo de distintos

espacadores na célula ou diferentes concentracgdes.

Com base nos resultados anteriores, tentou-se repetir a experiéncia, mas em que desta
vez foram utilizados tanto a enzima como o IL puros numa razdo de volume (por exemplo,
25% do volume da amostra de enzima e 75% do volume da amostra de IL), para diminuir a
quantidade de agua presente na amostra. Esta repeticdo da experiéncia foi uma tentativa de
diminuir os picos que indicam a presenca de agua, a fim de se tentar ver o0s picos

correspondentes a-hélice e & folha-p. A gama do espectro também foi alargada de 4000cm™ a
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500cm™ para verificar se existia alguma alteracdo em alguma regi&o do espectro que n&o nas

previstas para a a-hélice e a folha-p.

—— 75% vol de enzima + 25% vol de IL
——50% vol de enzima + 50% vol de IL
—— 25% vol de enzima + 75% vol de IL
—IL(C,MIMC,SO,)

N a-amilase
©
3
R
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C
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c
o
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Q
<
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Numero de onda (cm™)
Figura 22. Espectros do IL-C,MIMC;SO, de 1000-1600 cm-1.
—— 75% vol de enzima + 25% vol de IL
—— 50% vol de enzima + 50% vol de IL
—— 25% vol de enzima + 75% vol de IL
——IL(C,MIMC,SO,)
o—amilase
S
2
R
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Figura 23. Espectros do IL-C,MIMC;SO, na zona da amida I.

43



—— 75% vol de enzima + 25% vol de IL
—— 50% vol de enzima + 50% vol de IL
—— 25% vol de enzima + 75% vol de IL
—IL(C,MIMC,SO,)

o-amilase

Absorvancia (u.a.)

1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 2900 3000

Numero de onda (cm™)

Figura 24. Espectros do IL-C,MIMC,SO, de 1700-3000 cm-1.

Como ¢ possivel verificar através das Figuras 22 a 24 os espectros das amostras
(IL+enzima) resultam de uma sobreposi¢cdo do espectro do branco do IL com o espectro do

branco de enzima, ndo revelando o aparecimento de nenhuma banda nova.

Conclusao

Com base somente nestes dados torna-se dificil de explicar como o IL interfere com a
enzima. Se por um lado sabemos com base nos resultados de DNS e do complexo amido-iodo
que o IL interfere com a enzima a ponto de a impedir a sua actividade catalitica, os dados do
FTIR parecem indicar que essa perda da actividade ndo se deve a alteracGes na estrutura
secundaria (oa-hélice e a folha-B) da enzima. Assim, a resposta mais ldgica passaria por
afirmar que a perda de actividade se deve a um blogueio do centro activo da enzima pelo IL
ou pela alteragdo da estrutura terciaria da enzima. Contudo, ndo existem evidéncias reais para
estas afirmacdes, pelo que serd necessario continuar com os estudos para explicar o fenémeno

de desactivacédo por alguns liquidos ionicos e a melhoria da actividade por outros.
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Esta primeira anélise do FTIR foi feita para se verificar se existia alguma diferenca
visivel nos espectros para que depois estes pudessem ser tratados recorrendo a outro método
de analise denominado correlacdo bidimensional (2D).A analise de espectroscopia correlacdo
bidimensional (2D) de FT-IR (Fernandes, et al., 2011) é uma técnica que nos pode dar
informacdo muito atil acerca de como uma determinada varidvel afecta um sistema. A
variavel que seria tida em consideracdo neste caso seria a concentra¢do do IL, uma vez que
foram utilizadas trés concentracdes, (0.5, 0.75 e 0.9 M). Assim, através desta técnica seria
possivel ver como a concentracdo do IL afecta a enzima, mais concretamente a nivel da
estrutura secundaria, como por exemplo se 0 aumento do IL amenta mais a quebra das
ligagBes da a-hélice ou da folha-B, se aumentam na mesma proporgdo, se s6 aumenta uma ¢ a

outra permanece constante.

Como numa primeira analise dos espectros do FT-IR ndo foi possivel verificar
nenhum tipo de alteracdes, ndo foi feito o estudo anélise de espectroscopia correlacdo 2D de
FT-IR.
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4.2.2. Fluorimetria diferencial de varrimento (DSF)

A fluorimetria diferencial de varrimento é uma técnica que permite identificar a
temperatura do ponto médio da desnaturagéo térmica (Tm) temperatura a qual a concentragéo
de proteina no estado nativo e desnaturado € igual. Este estudo é muito importante, pois a
estrutura e o potencial biocatalitico das proteinas estd intimamente ligado com o grau de
dobramento de proteinas, sendo que é interessante verificar como os ILs afectam a enzima,

através da analise do T,.
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Figura 25. Placa de ensaio do DSF.

Os ILs testados foram seleccionados a partir de ILs comerciais e sintetizados em
laboratdrio, tendo-se escolhido os que tinham conduzido aos resultados mais pertinentes dos
métodos anteriores.
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Tabela 4. Lista de liquidos i6nicos utilizados no DSF.

Liquidos idnicos comerciais

Liquidos idnicos sintetizados

ChCl ChC;S0O;
C,MIMCI C3ChC;S03
C,MIMCI CsChC;S0O3

Benzyl MIMCI C,ChOAc

C,CiMIMBr CsChOAC
CoPyridiniumBr ChAla
CoMIM(C,),PO, ChGili

CoMIM(C,),PO4

C,MIM[N(CN),]

CsMIM[N(CN),]

C,C;MIMBF4

Resultados

AT, do DSF
60,00
50,00
40,00 T T I
O 30,00 __‘— T\ i
- £ . E J T
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Figura 26. Efeito dos ILs na estabilidade da a-amilase (T,). ATy, corresponde a diferenca entre o T, da enzima
em solucdo aquosa e em solucdo de IL.
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A Figura 26 apresenta o efeito dos ILs na estabilidade da a-amilase (Tr,), sendo que o
ATy, corresponde a diferenca entre o Ty, da enzima em solugdo aquosa e em solucéo de IL.
Assim, os ILs que destabilizam menos a enzima sdo aqueles para os quais o valor de ATm ¢
mais baixo. Como controlo foram efectuados ensaios de estabilidade térmica da enzima em

solucBes dos aminoacidos correspondestes aos ides dos ILs.

Conclusao

Os dados obtidos mostram que a estabilidade da enzima em solucdo de IL é sempre
menor que a registada em solucdo aquosa. Para além disso € possivel verificar uma relacdo
entre a variacdo da estabilidade da enzima e a sua variacdo de actividade. Como exemplo,
para o ChCl, a variacdo de T, € muito pequena e o efeito na actividade da enzima é também

muito pequeno.
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4.3. Capitulo 3: Extraccao de enzimas

4.3.1. Sistema bifasico aquoso (ABS)

A utilizacdo de metodologias de extraccdo baseadas na obtencdo de sistemas aquosos
bifasicos (ABS) é um método biocompativel que tem sido utilizado para a purificacdo de
enzimas. Para promover a separacdo das duas fazes aquosas € necessério utilizar um sal
inorganico. A escolha recaiu no fosfato de potassio tribasico (K3PO,4) por ser um dos mais
utilizados no ABS com ILs. (Shahriari, et al., 2013).

O IL escolhido foi o ChCI por ter sido considerado o melhor IL para a actividade da

enzima e por ter o AT, mais baixo.

Resultados

Depois de realizar todo o procedimento experimental conducente a obtencdo de duas
fases aquosas (Figura 27), foi necessério quantificar a enzima presente em cada uma das
fases. Para tal, comecou por utilizar-se 0 método amido-iodo. Contudo, na ultima etapa do
método do complexo amido-iodo aquando a adicdo do iodo na cuvete que continha a amostra,
esta perdia a cor totalmente, passando a solugédo a ser incolor. Assim verificou-se que devido
ao sal inorganico que estava presente na fase que continha a enzima nao era possivel utilizar o

método do complexo amido-iodo para medir a actividade da enzima extraida.

Recorreu-se igualmente a utilizacdo do método do DNS, mas quando se efectuou um
teste em que se colocou uma amostra da fase que continha a enzima e o sal (K3PQOy)
juntamente com solucdo de substrato e color reagent solution durante 6 minutos, ndo se
verificou a alteracdo da cor que seria esperada, indicando que também este método néo

funciona.
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Figura 27. ABS do ChCIl com a enzima e com 0 K3PO4.

Neste momento, 0 proximo passo passara pelo desenvolvimento de um método
analitico que permita a identificacdo da distribuicdo de enzima pelas duas fases e posterior
optimizagéo da separacao utilizando outros sais/condi¢fes experimentais.

Concluséao

A formacdo de sistemas aquosos bifasicos revelou-se relativamente simples, contudo,
para poder medir a particdo de enzima pelas fases é necessario um método de medida mais
adequado. Para além disso o sal utilizado na formagdo de ABS tem de possuir trés
caracteristicas: ndo inactivar a enzima, promover a separacdo das fases e ndo interferir com o
método de medicdo da actividade. Foram testados outros sais como o cloreto de potassio
(KCI), cloreto de sédio (NaCl), sulfato de sédio (Na;SO,), carbonato de sédio (Na,COs),
cloreto de célcio (CaCly) e sulfato de amonio ((NH4),SO4), mas nenhum satisfazia as 3
caracteristicas acima referidas.
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5. Consideracoes finais

5.1. Resumo

DNS e Complexo amido-iodo

Tabela 5. Comparacdo dos resultados de DNS e do Complexo amido-iodo (em percentagem aproximadas).

. Complexo
Liquidos i6nicos DNS Amido-iodo
ChCl 105 % 110 %
Nao 0
C,MIMCI efectuado 100 %
C,MIMCI 95 % 105 %
CsMIMCI 85 % 85 %
CsMIMCI 65 % 30 %
CioMIMCI 35% Nao efectuado
(C,OH)MIMCI 95 % 105 %
Benzyl MIMCI 90 % 100 %
C,MIMOTf 8 0% % muito diferenEes
entre concentracdes
C,C{MIMOTf 5% 0%
Néao % muito diferentes
C.CMIMOTH efectuado entre concentracdes
C,MIMHSO, 0% 0%
C,MIMC;,S0O, 0% 0%
CoMIMCgSO, 75 % 20 %
Néo 0
C,MIMOAC efectuado 115 %
C.MIMBr 0% % muito diferen'Ees
entre concentracoes
C,CiMIMBr 100 % 95 %
e Né&o o
C,PyridiniumBr efectuado 110 %
Nao 0
(C.OH)MIMBF, efectuado 0%




Néao
C.MIMBF, efectuado 0%
Nao
C,CiMIMBF4 efectuado 0%
C,MIM[N(CN);] 80 % 95 %
CsMIM[N(CN),] 80 % 90 %
% muito diferentes
0,
CaMIM(C1)2POx 45% entre concentracées
% muito diferentes
0,
CaMIM(C)2POx 15% entre concentracées
C,MIMLact 90 % 0%
ChAla 3% 0%
ChGili 3% 0%
ChOAc 95 % 90 %
C,ChOAc 98 % 105 %
C3ChOACc 90 % 95 %
C.ChOAc efetlt?f;do 95 %
CsChOAc 100 % 100 %
ChC;S0; 90 % 105 %
ChC,S0; 90 % Nao efectuado
C,ChC,S0; 5% Nao efectuado
C3ChC,S0; 8% 10 %
C4+ChC;S03 3% Nao efectuado
CsChC1S0; 90 % 95 %
C,MIMC;S0; efetlt?f; i 115 %
C,MIMC,S05 efe';'ti‘; i 110 %
C,MIMC,S05 efe';'ti‘; i 100 %

Na Tabela 5 é possivel comparar os resultados de DNS com os do complexo amido-
iodo. Na generalidade ambos os métodos indicam a mesma conclusao, no que diz respeito ao
IL interferir positivamente ou negativamente na actividade. Existem dois tipos de resultados
divergentes: a) consumo do amido e ndo formacdo de maltose, que pode ser explicado pela
formacgéo de diferentes produtos de degradacdo do amido e b) degradacdo quase nula do
amido mas formacéo de maltose, que necessita de investigacéo para perceber se este resultado

ndo corresponde a uma interferéncia dos ILs no método de medida.
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DSF

Tabela 6. Resultados do DSF (em valores aproximados).

DSF
Liquidos ionicos (AT em

OC)

ChClI 2°C
C,MIMCI >10 °C
C,MIMCI >10 °C
Benzyl MIMCI >10 °C
C,C:MIMBF4 >10 °C
C,CiMIMBTr >10°C
CoPyridiniumBr >10 °C
C,MIM[N(CN).] >10 °C
C4MIM[N(CN).] >10 °C
C2M|M(C1)2PO4 >10 °C
C,MIM(C,),PO, >10 °C
ChGli >10 °C
ChAla >10 °C

C,ChOAc 5°C

CsChOAcC 3°C
ChC,SO3 >10 °C
C3ChC1S04 >10 °C
CsChC1S0O4 >10 °C

Com base nos resultados da Tabela 6 é facil concluir que o ChCl é o IL que menos

“interfere” na estruturada enzima.
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ABSeFTIR

Com base nos resultados apresentados nas Tabelas 5 e 6 é possivel justificar a escolha
do ChCI (alta actividade enzimética e baixa variacdo no T.,) para os estudos de ABS e a
escolha do C,C;MIMOTf e C,MIMC;SO, para os ensaios de FT-IR (baixa actividade

catalitica).

Apesar de se ter conseguido obter a formacdo de sistemas aquosos bifasicos com
quase todos os sais testados (cloreto de potassio (KCI), cloreto de sodio (NaCl), sulfato de
sodio (Na,SQ,), carbonato de sodio (Na,COg), cloreto de calcio (CaCl,) e sulfato de aménio
((NH.)2SO4) e fosfato de potassio tribasico (KsPO,)), a interferéncia do sal inorganico com os
dois métodos de medida da actividade catalitica utilizados impediu a quantificacdo da particdo

da enzima pelas duas fases aquosas.

Todos os ensaios de FT-IR realizados ndo revelaram qualquer alteracdo na estrutura
secundaria da enzima. Em alguns casos a banda da dgua poderia mascarar alguns resultados,
contudo o teste com IL puro também n&o apresentou qualquer alteracdo. Deste modo, deverao
ser optimizadas as condicGes de operacdo do FT-IR disponivel de modo a confirmar estes
resultados. Caso se confirmem, novas experiéncias devem ser planeadas para perceber se o IL
estd a bloquear o centro activo da enzima. Esta seria uma explicacdo plausivel para os
resultados que obtivemos tendo em conta que existe desactivacdo da enzima, mas sem

alteracdo da sua estrutura secundaria.
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5.2. Conclusoes

O trabalho realizado permitiu identificar os ILs mais promissores para uma possivel
utilizacdo como solventes em biocatalise. Para além disso, permitira o desenho de novos ILs

que potenciem a eficiéncia na estabilidade e actividade enzimatica da a-amilase.

Os melhores exemplos estudados sdo a ChCl e o C,MIMOAC que apresentam uma
actividade superior aquela obtida em solugdo aquosa, sem comprometer a estabilidade da
enzima. De uma forma geral a actividade e estabilidade da enzima diminuem com o aumento

das cadeias alquilicas ligadas ao catido e com o aumento da concentracao de IL.

Os estudos de separacdo da enzima utilizando a formacdo de sistemas agquosos
bifasicos foram bastante promissores, contudo ndo foi possivel, com os métodos de
quantificacdo da actividade utilizados, inferir qual a particdo da enzima pelas duas fases. Uma

nova metodologia devera ser implementada de modo a obter esta informacéo.

No ABS ndo foi possivel encontrar um sal que reunisse as trés caracteristicas
necessarias (ndo interferir com a enzima, ndo interferir com o método de medicdo da
actividade e efectuar a separacdo de fases), mas visto que na bibliografia ndo existe
praticamente nada sobre o ABS para a a-amilase (mais concretamente para esta enzima em
especifico) o presente trabalho representa um estudo que serviu para identificar o problema e
colocar de parte alguns dos sais mais utilizados no ABS, que ndo se mostraram eficazes para

estas condicdes.

Os ensaios de FT-IR mostram resultados interessantes, contudo a necessitar
confirmacdo. Os indicios apontam para uma desactivacdo da enzima por blogueio do centro

activo desta sem alteracdo na sua estrutura secundaria.

O trabalho realizado € de extrema importancia para o desenho de novas tecnologias
limpas para utilizacdo em biocatalise. A criacdo de conhecimento ao nivel fundamental sobre
as interac¢des que promovem o aumento da actividade enzimatica em solugdes de ILs podera
no futuro abrir novas opc¢des ao nivel das formulacbes de ILs que se tornem efectivamente
opcOes vidveis para aplicacdo industrial. A elevada multidisciplinaridade de um projecto
como este torna necessario um esforco concertado de varias equipas com distintas

especialidades.
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