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RESUMO

O biodiesel (ésteres de acidos graxos) tem sido produzido a partir da
transesterificacao direta de 6leos ou de gorduras, em que triglicerideos reagem com
um alcool de cadeia curta (metanol ou etanol) na presenca de um catalisador
quimico como, por exemplo, certos acidos ou hidréxidos. Alternativamente, foi
utiizada a via enzimatica. Nesse caso, empregam-se enzimas lipases como
catalisadores. Reacdes de transesterificacdo catalisadas por lipases tém se tornado
cada vez mais atrativa, uma vez que o glicerol gerado na reacéo pode ser facilmente
recuperado e a purificacdo de ésteres de acido graxo é simples. Todavia, as
enzimas utilizadas como catalisadores possuem alto custo no mercado, dificuldade
de recuperacdo e, além disso, estdo sujeitas a inativacdo. Desse modo, uma
maneira encontrada para superar alguns desses obstaculos é a imobilizacdo das
enzimas em um suporte solido. A imobilizacdo da enzima em uma matriz aumenta
sua estabilidade quimica e térmica, reduz a sua inativacdo, e facilita a sua
recuperacdo na reacdo. Microesferas de Poli (alcool vinilico) (PVA) com diferentes
graus de cristalinidade foram usados como suportes solidos para a imobilizacdo da
lipase de Rhizomucor miehei. Microsferas de PVA com estrutura amorfa (PVA4)
imobilizaram 0,03 mg da enzima/ g de suporte, enquanto que microesferas com
estrutura cristalina (PVA12) imobilizaram 0,024 mg/g e a de alta cristalinidade
(PVA25) imobilizou 0,029 mg/g. A atividade enzimética das enzimas imobilizadas foi
dependente do grau de cristalinidade das microesferas de PVA. O complexo
Enzima-PVA4 apresentou uma atividade enzimatica de (6,13 U/mg de enzima), o
complexo Enzima-PVA12 apresentou uma atividade enzimatica de (67,23 U/mg de
enzima) e o complexo Enzima-PVA25 revelou uma alta atividade enzimatica (149,15
U/mg de enzima). A atividade enzimética da lipase na sua forma livre também foi
calculada neste caso (11,6 U/mg de enzima). Um efeito sinérgico também foi
observado para os complexos de alta cristalinidade durante a reagcdo de
transesterificacdo. O rendimento de ésteres para o complexo Enzima-PVA25 foi de
66,3%, Enzima-PVA12 foi de 40,7%, enquanto que o complexo Enzima-PVA4 foi de
1,7%. No estudo para otimizacao da producao de biodiesel, o0 melhor rendimento em
ésteres etilicos foi obtido com as seguintes condi¢des: razdo molar O:E de 1:3,



guantidade de catalisador 6,5% a 37,5°C. Uma explicacdo possivel para o efeito
sinérgico observado é a interacdo entre ions presentes na rede polimérica das
microesferas de estrutura cristalina, com os aminoacidos residuais pertencentes a

lipase. Esta interacdo conduz a enzima a ser imobilizada em sua forma ativa.

Palavras chaves: lipase, PVA, imobilizag&o, suporte polimérico, biodiesel.



ABSTRACT

Biodiesel (fatty acid esters) is produced from the direct transesterification of oils or
fats in which triglycerides react with a short chain alcohol (methanol or ethanol) in the
presence of a chemical catalyst like acids or hydroxides. In the other hand,
enzymatic route is used and, in this case, employing lipases as catalysts.
Transesterification reactions catalyzed by lipases has become ever more attractive,
since glycerol produced in the reaction can be easily recovered and purification of
fatty acid esters is simple. One way to overcome these barriers by using free lipases
is their immobilization on a solid support. The immobilized enzyme increases its
chemical and thermal stability, reduces inactivation, improves handling and facilitates
its recovery in the reaction. Microspheres of poly vinyl alcohol (PVA) with different
degrees of crystallinity were then used as solid supports for immobilization of lipase
from Rhizomucor miehei. PVA microspheres with amorphous structure (PVA4)
immobilized 0,029 mg of enzyme/ g of support, while crystalline structure
microspheres (PVA12) immobilized 0,024 mg/g and high crystallinity microspheres
(PVA25) immobilized 0,03 mg/g. The enzymatic activity of the immobilized enzymes
was dependent on the degree of crystallinity of PVA microspheres. The enzyme-
PVA4 complex revealed an enzymatic activity of (6.13 U/mg of enzyme) while the
Enzyme-PVA12 complex an enzymatic activity of (67.23 U/mg of enzyme) and
Enzyme-PVA25 complex provided a high activity enzymatic (149.15 U/mg enzyme).
The enzymatic activity of the lipase in its free form was also measured and, in this
case, was found to be (11.6 U/mg enzyme). A synergistic effect was also observed
for the complex Enzyme-PVA25 during the transesterification reaction. The yield of
esters for complex Enzyme-PVA25 was 66.3% followed by Enzyme-PVA12 (40.7%)
and Enzyme-PVA4 (1.7%). In the study for optimization of biodiesel production, the
best performance in ethyl esters was obtained with the following conditions: molar
ratio Oil:Enzyme 1:3, amount of catalyst 6.5 % at 37.5°C. A possible explanation for
the synergistic effect is the interaction between ions present in the polymeric network
of the crystalline structure microspheres with the amino acid residues belonging to
the lipase. This interaction leads to enzyme to be immobilized in its active form.

Keywords: lipase, PVA, immobilization, polymeric support, biodiesel.
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1 Introducéao

O biodiesel surge como um combustivel alternativo ao 6leo diesel derivado do
petroleo. E produzido por meio de fontes renovaveis como 6leos vegetais e gordura
animal. Sua biodegradabilidade e sua nao toxicidade, entre outras caracteristicas, o
torna uma das fontes energéticas renovaveis mais importantes que tem sido
discutidas na atualidade. Quando comparado ao Oleo diesel, o biodiesel tem um
perfil mais favoravel em relacdo a emissdo de gases de combustdo, como: monoxido
de carbono, diéxido de enxofre, hidrocarbonetos, material particulado entre outros
gases. Além disso, o uso de biodiesel, em larga escala, proporciona um aumento no
cultivo de culturas que sao utilizadas na producdo de matéria-prima. Isso resultaria
em maiores niveis de reciclagem de diéxido de carbono pela fotossintese,
minimizando, assim, o impacto sobre o efeito estufa (Al-Zuhair, 2007, Zhang, Dube
et al., 2003).

A forma mais comum de producdo de biodiesel é através da reacdo de
transesterificacdo, que consiste em uma rea¢cado quimica catalitica entre 6leo (origem
animal ou vegetal) e um alcool de cadeia curta, resultando em ésteres de acidos
graxos (biodiesel) e glicerol. O triacilglicerol (triglicerideo) € o principal componente
dos 6leos vegetais, composto por trés acidos graxos de cadeia longa esterificada a
um esqueleto de glicerol. Quando o triglicerideo reage com um alcool (etanol ou
metanol, por exemplo), as trés cadeias de acidos graxos sao liberadas do esqueleto
do glicerol e se combinam com o alcool para produzir ésteres de acidos graxos
(FAAE ésteres de acidos graxos etilicos, por exemplo) e glicerol (Fjerbaek,
Christensen et al., 2009).

Os catalisadores utilizados na transesterificacdo podem ser compostos acidos
ou basicos ou enzimaticos, podendo a enzima estar na sua forma livre ou
imobilizada. Apesar da transesterificacdo alcalina ser a mais utilizada
industrialmente (relativamente de baixo custo e boa reatividade), possui como
desvantagem a formacdo de sabdo durante a reacdo e dificil recuperacdo do
catalisador. Ao contrario dos catalisadores basicos, as enzimas ndo apresentam
estas desvantagens e ainda possuem uma alta especificidade e condicGes
reacionais moderadas, com baixo consumo de energia. Apesar de eficientes,

existem varias desvantagens no uso de enzimas para producdo de biodiesel em
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escala industrial, como o elevado custo e a possibilidade de inativacdo ou
desnaturacdo enzimatica. Uma alternativa possivel e viavel para superar algumas
destas desvantagens é a imobilizacdo em suportes solidos (Meher, Sagar et al.,
2006, Narasimharao, Lee et al., 2007).

A imobilizacdo da enzima em uma matriz aumenta a estabilidade quimica e
térmica, reduz a inativacdo, melhora o manuseio e facilita a sua recuperacao. Alguns
suportes ainda sdo capazes de aumentar a atividade catalitica da enzima, por meio
de um efeito sinérgico. Enzimas tém sido imobilizadas em diferentes tipos de
suportes inorganicos (minerais e fabricados) e organicos (naturais e sintéticos).
Como exemplo de suportes organicos naturais, podem ser citados o0s
polissacarideos (celulose, quitosana, quitina, entre outros) e as proteinas (colageno,
gelatina, albumina, entre outras). Dentre os sintéticos, encontram-se o poliestireno,
os poliacrilatos, os polivinilicos, entre outros. Os suportes inorganicos minerais mais
utilizados sao: areia, bentonita, pedra-pomes, entre outros, e dentre os fabricados,
pode-se citar vidro, ceramica e silica de porosidade controlada, alumino-silicatos,
oxido de ferro, niquel, entre outros (Endalew, Kiros et al., 2011, Yucel, Demir et al.,
2011, Said e Pietro, 2004, Vasconcellos, Paula et al., 2012, Salis, Pinna et al., 2008).

Nos Ultimos anos, pesquisadores tém se esforcado para identificar as
caracteristicas de um catalisador ideal para a sintese do biodiesel. O catalisador,
além de ser economicamente viavel, ndo deve causar danos ao ambiente. Além
disso, deve ser quimicamente inerte, ter uma boa area superficial, ter resisténcia
mecanica elevada e um baixo custo de producdo. Alguns polimeros sintéticos sédo
ideais para serem utilizados como matriz de imobilizagdo, em especial o Poli (alcool
vinilico) (PVA) que é uns dos mais versateis. Existem varios relatos na literatura de
seu uso para imobilizacéo de células, proteinas, enzimas e também medicamentos.
Dentre algumas vantagens, estao a facil disponibilidade, a baixa toxicidade e o baixo
custo (De Queiroz, Passos et al., 2006, Uhlrich, Ulbricht et al., 1996, Oh, Lee et al.,
2007).

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho consistiu na sintese e
caracterizacdo de microesferas de PVA em diferentes molaridades (4, 12 e 25 M)
para 0 uso como suporte para a imobilizacdo de lipases de Rhizomucor miehei
(RML), e posterior emprego do complexo Enzima-PVA como catalisador na reagao

de transesterificacdo do éleo de soja via rota etilica.
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2 Fundamentacéao Teorica

2.1Biodiesel

Dentre os biocombustiveis, o biodiesel tem o maior destague devido a
semelhanca com o diesel convencional em termos de estrutura quimica e de
conteudo energético. Além disso, nenhuma modificacgdo do motor a diesel é
necessaria, isto porque o biodiesel é compativel com os modelos de motores
existentes no mercado e, por isso, tem sido misturado com diesel e utilizado
comercialmente como combustivel para transporte em varios paises (Yusuf,
Kamarudin et al., 2011).

Segundo a lei numero 11.097 de 13 de janeiro de 2005, biodiesel € um
biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustéao
interna com ignicdo por compressao ou utilizado para geracdo de outro tipo de
energia que possa substituir parcial ou totalmente (Brasil, 2005).

A Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM) o define como ésteres
mono-alquilicos de acidos graxos de cadeia longa derivada de uma matéria-prima
renovavel lipidica, podendo ser 6leo vegetal ou gordura animal. “Bio” representa a
sua fonte de energia renovavel e bioldgica em contraste com o combustivel diesel
tradicional a base de petréleo. “Diesel” refere-se ao seu uso em motores a diesel.
Como um combustivel alternativo, pode ser utilizado na forma pura ou misturado
com diesel derivado do petroleo (Phan e Phan, 2008).

Além de possuir uma viscosidade semelhante ao diesel de petroleo, ndo é
inflamavel ou explosivo, possui um ponto de fulgor de 150°C em comparagéo a 64°C
do diesel de petrdleo. Ao contrario do 6leo diesel, o biodiesel é biodegradavel e ndo
toxico e reduz, significativamente, as emissdes téxicas e outros quando queimado
como combustivel (Yusuf, Kamarudin et al., 2011).

Devido as suas caracteristicas, o uso deste biocombustivel traz varios
beneficios como o0 aumento da seguranca energética, reducdo de emissdes de
gases de efeito estufa, melhoria do desempenho do veiculo, aumento do
desenvolvimento econdémico rural e, sob algumas circunstancias, protecdo de

ecossistemas e de solos. Diante disto e do possivel esgotamento de combustiveis
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fésseis, o mercado mundial de biodiesel esth em plena expansdo e tem buscado

formas de insercao desta matriz energética.
2.2Historico do Biodiesel no mundo

O motor a diesel funcionou de forma eficiente pela primeira vez em 10 de
agosto de 1893. Foi criado por Rudolf Diesel, em Augsburg — Alemanha, que utilizou
oleo de amendoim como combustivel. O motor foi apresentado oficialmente na Feira
Mundial de Paris, Franca, em 1900 (Yusuf, Kamarudin et al., 2011).

A reacdo de transesterificacdo, utilizada para producdo do biodiesel, foi
estudada inicialmente na Bélgica. Em decorréncia disto, no ano de 1937, surgiu a
primeira patente relatando a transesterificagdo de Oleos vegetais, utilizando
catalisadores béasicos, como os hidroxidos de metais alcalinos. Com o fim da
Segunda Guerra Mundial, houve uma normalizagdo no mercado mundial de
petréleo, fazendo com que o biodiesel fosse temporariamente abandonado. A partir
da década de 1980, sucessivas crises conjunturais ou estruturais fizeram com que
pesquisadores e governantes se voltassem mais uma vez para a procura de
alternativas renovaveis para substituir o petréleo, e o biodiesel retornou como a
principal alternativa ao diesel. Devido as pressfes ambientalistas e ao
desenvolvimento sustentavel, a pesquisa com 06leos vegetais nos anos 1990 ficou

ainda mais evidente (Suarez e Meneghetti, 20072).
2.3 Historico no Brasil

Seguindo a tendéncia mundial, o Brasil também apostou na tentativa de
aproveitamento energético a partir de biomassa, de 6leos e de gorduras em motores
a combustéo interna.

Em 1975, o Brasil iniciou um programa patrocinado pelo governo - o maior do
mundo em biomassa - para produzir etanol a partir da cana. O objetivo era de
reduzir a dependéncia de produtos importados a base de petréleo. O Programa
Nacional do Alcool, ou Proélcool, foi criado em novembro de 1975, pelo Decreto n ©
76.953 (UNCTAD, 2006).

Em 22 de outubro de 1980, foi elaborado pela Comissdo Nacional de Energia,

por meio da Resolucdo nimero 007, o Plano de Producéo de Oleos Vegetais para
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Fins Carburantes (Pro-6leo). Neste documento, previa-se a regulamentacdo de uma
mistura de 30% de Oleo vegetal ou derivado no 6leo diesel e uma substituicdo
integral em longo prazo. No escopo deste programa de governo, foi proposta, como
alternativa tecnoldgica, a transesterificacdo ou alcodlise de diversos 6leos ou
gorduras oriundos da atividade agricola e do setor extrativista (Suarez e Meneghetti,
2007)a.

Em 2002, foi instituido o Programa Brasileiro de Desenvolvimento
Tecnoldgico de Biodiesel - Probiodiesel, pela portaria MCT namero 702, de 30 de
outubro de 2002. Este programa teve como intuito promover o desenvolvimento
cientifico e tecnologico do biodiesel, a partir de ésteres etilicos de 6leos vegetais
puros e ou residuais (Brasil, 2002).

Neste periodo, o biodiesel deixou de ser um combustivel puramente
experimental e passou para as fases iniciais de producéo industrial. Assim, foi
instalada a primeira industria de ésteres de acidos graxos no Estado de Mato Grosso
em novembro de 2000, comecando com uma producdo de 1.400 toneladas por més
de éster etilico de 6leo de soja (Suarez e Meneghetti, 2007)a.

A Lei n° 11.097, publicada em 13 de janeiro de 2005, introduziu o biodiesel na
matriz energética brasileira. Foi proposto um percentual minimo obrigatorio de 5%
(cinco por cento), em volume, de adi¢do de biodiesel ao 6leo diesel comercializado
ao consumidor final, em qualquer parte do territério nacional (Brasil, 2005).
Primeiramente, foi aprovada a adicdo voluntaria de 2% de biodiesel ao diesel de
petréleo. A partir de 2008, a mistura seria obrigatoria, e, em 2013, a percentagem de
biodiesel na mistura subiria para 5%. Em razdo do sucesso do Programa Nacional
de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB), foi antecipado pelo Governo Federal o

aumento percentual para 5% em 2010.

2.4Mercado e producéo de biodiesel no mundo

Melhorar a seguranca energética e reduzir, ou mesmo eliminar, as emissdes
de gases causadores do efeito estufa, sdo os principais objetivos que obrigam os
governos a identificar e comercializar alternativas para a substituicdo dos
combustiveis de petréleo que dominam o mercado (IAE, 2004). Desta forma, em
muitos paises, promoveu um aumento na producdo e na comercializacao deste tipo

de biocombustivel.
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A producdo mundial de biodiesel apresentou um crescimento mais expressivo
a partir de 2005, estimulada por legislacbes favoraveis a entrada dos
biocombustiveis como forma de combate ao aquecimento global e para a melhoria
do ar nas grandes cidades (Sebrae, 2007).

A producao global de biodiesel aumentou 7,5% em 2010, chegando perto de
19 bilhdes de litros, e, em uma média de cinco anos (final de 2005 a 2010), houve
um crescimento de 38% (REN 21, 2011).

A Unido Europeia € um das maiores produtoras de Biodiesel do mundo,
sendo seus principais produtores: Alemanha, Franga, Italia e Espanha. Em 2010, a
producdo européia alcancou a marca de 9,5 milhdes de toneladas. Porém, houve
uma desacelerac&do no crescimento, com o0 aumento de apenas 2% em 2010, abaixo
da taxa de crescimento de 19% em 2009, isto devido a forte competicdo no exterior.
O maior aumento foi visto no Brasil, nos Estados Unidos e na Argentina (REN 21,
2011).

Os Estados Unidos também detém grande parte da producdo de biodiesel
mundial. Realizada, principalmente, com 6leo de soja, e, em menor propor¢cao, com
Oleos variados, como os de reciclagem de Oleos de fritura e sebo animal. De acordo
com os dados divulgados pela EPA (Environmental Protection Agency), os EUA
atingiram a marca de um bilhdo de litros de combustivel em 2011. Segundo a
National Biodiesel Board, a producdo de um bilhdo de litros de biodiesel gerou
aproximadamente 39.027 empregos em todo o pais e mais de US$ 2,1 bilhdes em
renda familiar. Um adicional de 11.698 postos de trabalho pode ser criado entre
2012 e 2013 s6 em crescimento continuo na producdo e com uma extensao do
incentivo fiscal (NBB, 2011).

Na Figura 1, pode-se observar a produ¢cao mundial de biodiesel em bilhdes de
litros no periodo de 2000 a 2010. Nota-se que houve um aumento na produgéo,
enquanto que, no ano 2000, foi de 0,8 bilhdes de litros, em 2010, alcangou a marca
de 19 bilhdes de litros.
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Figura 1 Producdo de biodiesel mundial em bilhées de litros (2000-2010). Fonte: (Renewable Energy
Policy Network for the 21st Century), 2011

Na Figura 2, observa-se a quantidade de biodiesel consumido em milhdes de
m® nos EUA, Alemanha, Brasil e Argentina. De 2008 a 2010, o principal consumidor
foi Alemanha, seguido do Brasil e, por ultimo, EUA e Argentina. Em 2011, devido a
incentivos na producéo e na comercializacdo, os EUA ultrapassaram a Alemanha e
o Brasil em consumo. Ainda assim, Brasil, Alemanha e Argentina se destacam entre

os principais produtores e consumidores de biodiesel do mundo.

Figura 2 Consumo de biodiesel em milhfes de m® nos Estados Unidos, Alemanha, Brasil e Argentina
(2008-2012). Fonte: (Ministério de Minas e Energia: Departamento de Combustiveis Renovaveis), 2012.



29

2.5Mercado e producao do biodiesel no Brasil

Existem 65 usinas produtoras de biodiesel autorizadas pela Agéncia Nacional
do Petréleo para operacdo no pais, das quais 61 possuem autorizacdo para
comercializagdo do biodiesel produzido (Brasil, 2012).

Segundo dados da ANP, em 2011, a capacidade nominal de producéo de
biodiesel (B100) foi de cerca de 6,8 milhGes m3. Entretanto, a producéo efetiva do
Brasil foi de aproximadamente 2,7 milhdes m3, o que correspondeu a 39,5% da
capacidade total. O Oleo de soja é a principal matéria-prima para a producdo de
biodiesel (B100). A segunda matéria-prima no ranking de produgéo das usinas foi o
sebo bovino, seguido pelo 6leo de algoddo. Além disso, foram gerados 273,4 mil m*
de glicerina como subproduto na producao total de biodiesel (B100) do Pais (ANP,
2012).

A Figura 3 mostra a evolucdo na producdo de biodiesel no Brasil (m®) nos
anos 2005 a 2011. A cada ano, ha um aumento na producéo do biocombustivel, e,
apesar de possuir uma grande capacidade industrial ociosa, o Brasil apresenta

grande potencial para aumentar a sua producao.
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Figura 3 Produc¢do nacional de Biodiesel B100 em metros clbicos de (2005-2011). Fonte: (Ministério de
Minas e Energia: Departamento de Combustiveis Renovaveis)
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2.6 Matérias primas para producéo do biodiesel

Oleos vegetais tais como soja, milho, girassol, algoddo, amendoim, 6leo de
canola, além de gordura e Oleos de restaurante reciclados sado as principais
matérias-primas para a producdo de biodiesel. Além disso, as gorduras de origem
animal, sebo (bovino) e banha de porco podem ser utilizadas. A expanséo do uso e
da producdo de matéria-prima para biodiesel deve ser avaliada em termos de
impacto ambiental. Para este fim, a soja € uma das poucas culturas oleaginosas que
adquirem nitrogénio por meio da fixacdo biologica, o que melhora a qualidade do
solo (Kinney e Clemente, 2005).

Na Figura 4, encontram-se classificadas, por regides, as principais matérias-

primas utilizadas para a producao de biodiesel no Brasil.

Figura 4 Principais matérias-primas utilizadas para producdo do biodiesel no Brasil. Fonte: (Brisolara,
2008)
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O gréfico a seqguir (Figura 5) apresenta a evolucdo da participacdo das
matérias-primas mais utilizadas na producédo de biodiesel no periodo de janeiro de
2009 a junho de 2012. No ultimo més, as trés principais matérias-primas foram 6leo
de soja (79,5%), sebo bovino (17,3%) e 6leo de algodéao (1,6%). (Brasil, 2012)

Figura 5 Participacdo das matérias-primas usadas na producdo de biodiesel (2009-2012). Fonte:
(Ministério de Minas e Energia: Departamento de Combustiveis Renovaveis), 2012

Quanto a escolha entre metanol e etanol, o primeiro € mais reativo, e 0s
ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) produzidos sdo mais volateis do que de
ésteres etilicos de acidos graxos (FAEE). No entanto, o etanol € menos toxico e &
renovavel, porque pode ser facilmente produzido a partir de fontes renovaveis por
fermentacdo. No que diz respeito as suas caracteristicas como combustiveis, FAME
e FAEE mostram pequenas diferencas, por exemplo, FAEE possui viscosidade
ligeiramente mais alta do que o FAME (Yusuf, Kamarudin et al., 2011), (Bozbas,
2008).

2.7Reacéo de transesterificagéo

A forma mais comum de obtencdo do biodiesel é mediante a reacdo de
transesterificacdo. Este mecanismo consiste em trés reagbes consecutivas e
reversiveis em que o triglicerideo € convertido primeiramente em diglicerideo, em
seguida em monoglicerideo e, finalmente, este é convertido em glicerol. Uma

molécula de éster de acido graxo € liberada em cada etapa. (Figura 6)
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Figura 6 Reacdes (em etapas) envolvidas na transesterificacdo do triglicerideo. Fonte: (Suarez, Plentz
Meneghetti et al., 2007b)

A principal desvantagem do 6leo vegetal é a sua elevada viscosidade e baixa
volatilidade, que faz com que a combustdo seja pobre em motores a diesel. A
transesterificagdo reduz a viscosidade para um valor comparavel ao diesel e,
consequentemente, melhora a combustdo (Basha, Gopal et al., 2009).

Varios parametros, incluindo tipo de catalisador (compostos basicos, acidos
ou enzimaticos), propor¢cdo molar entre o alcool e o oleo, pureza dos reagentes,
temperatura, agitacdo, entre outros, influenciam o curso da transesterificacdo, dos
guais 0 mais relevante € a proporcdo entre alcool e 6leo (Ma e Hanna, 1999;

Narasimharao, Lee et al., 2007).

2.7.1 Transesterificacdo via catélise acida

Neste processo, a reacdo é catalisada por um acido, sendo o mais usado o
acido sulfarico (Leca, Tcacenco et al., 2010). O rendimento destes catalisadores é
elevado, porém a reacdo é lenta, exigindo, tipicamente, a temperatura acima de
100°C e mais de 3 horas para atingir elevada conversao (Meher, Sagar et al., 2006).
A principal desvantagem da transesterificacdo acida é que a formacédo de

ésteres € acompanhada da formacdo de agua que pode inibir o processo. Ao
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mesmo tempo, a alta concentracdo de acido e a temperatura elevada podem
degradar uma parte do Oleo, o que reduz o rendimento do biodiesel. Além disso, o
acido por ser corrosivo e, assim, deteriorar os equipamentos (Leca, Tcacenco et al.,
2010).

2.7.2 Transesterificacdo via catalise basica

Os catalisadores alcalinos, como hidroxido de sédio, metoxido de soédio,
hidréxido de potdssio, metoxido de potassio sdo os mais eficazes. Além do
rendimento de ésteres elevado, os catalisadores béasicos sdo mais facilmente
manipulaveis e menos corrosivos as instalagcdes. No entanto, as matérias primas
utilizadas para a transesterificacdo catalisada por compostos basicos devem atender
a determinadas especificacbes (Meher, Sagar et al., 2006). A agua presente nas
matérias primas faz a reacdo mudar parcialmente para a saponificacdo. A
saponificacdo ndo s6 consome o catalisador alcalino, mas também os sabdes
resultantes podem causar a formacdo de emulsdes, o que cria dificuldades na
recuperacdo e na purificacdo do biodiesel. Assim, o 6leo vegetal desidratado com
menos de 0,5% em massa de acidos graxos livres, um catalisador alcalino anidro e

um alcool anidro sdo necessarios para este tipo de sistemas (Al-Zuhair, 2007).

2.7.3 Transesterificacdo via catélise enzimética

A utilizacdo de enzimas na reacao de transesterificacdo tem sido proposta
para superar as desvantagens que enfrentam o0s métodos de producao
convencionais em que sao utilizados catalisadores quimicos, e tém revelado
resultados promissores, como é o caso da enzima lipase (Al-Zuhair, 2007).

O interesse em utilizar lipases como biocatalisadores para transesterificacao
de Odleos vegetais é devido a alta eficiéncia e seletividade. A formacao de sabao é
evitada, consequentemente, a etapa da lavagem do biodiesel é eliminada. Em
comparacao com métodos quimicos que utilizam catalisadores alcalinos ou acidos, a
utilizacao de lipases para a producao de biodiesel tem as seguintes vantagens:

o Maior compatibilidade com as variacdes na qualidade da matéria-prima

e reutilizacdo (tolera matérias-primas contendo agua);
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o Capacidade de produzir biodiesel em um menor nimero de etapas
usando menos energia (reacéo requer condigdes brandas);

o Formacdo de baixa quantidade de aguas residuais (ambientalmente
viavel);

o Facilidade na remocao de glicerol e purificacdo do biodiesel, o que gera

produtos de melhor qualidade (Leca, Tcacenco et al., 2010).

2.8Enzimas como Biocatalisadores e sua atuacao

Em processos industriais, a substituicAo de catalisadores quimicos por
enzimas, deve-se, principalmente, as condi¢cdes brandas de pH e temperatura em
gue estas macromoléculas geralmente atuam. O uso de enzimas pode reverter em
beneficios econébmicos como consequéncia da reducdo do tempo e de energia
elétrica gasta, assim como na preservacdo de tanques reacionais, ndo mais
submetida a alta pressdo, a temperatura e a corrosao. Além disso, as enzimas
abriram possibilidades de diminuir rejeitos industriais que podem comprometer o

meio ambiente (Said e Pietro, 2004).

2.9Lipases

2.9.1 Fontes, propriedades e aplicagbes

Lipases (triacilglicerol acil hidrolases, EC 3.1.1.3) compreendem um grupo de
enzimas de ocorréncia natural em animais, vegetais e microrganismos. Sua funcao
biologica é catalisar a hidrolise de triglicerideos mediante a clivagem de ligacdes
ésteres, resultando em ésteres de acido graxos livres, diglicerideos, monoglicerideos
e glicerol (Macrae e Hammond, 1985), (Jaeger, Dijkstra et al., 1999).

As razdes para o enorme potencial biotecnolégico das lipases incluem as

seguintes caracteristicas:

o Sao estaveis em solventes organicos.
o Nao requerem cofatores.
o Possuem uma especificidade de substrato ampla.

o Apresentam uma enantiosselectividade elevada.
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Devido a essas propriedades fisico-quimicas interessante, certo niumero de
lipases tem sido produzido comercialmente, sendo a maioria proveniente de fungos
e de bactérias (Jaeger e Reetz, 1998) como, por exemplo, Candida rugosa,
Pseudomonas fluorescens, Rhizopus oryzae, Burkholderia cepacia, Aspergillus
niger, Thermomyces lanuginosa e Rhizomucor miehei (Al-Zuhair, 2007).

Por serem enzimas versateis, sdo capazes de catalisar diversas reac0des, tais
como hidrolise (Phuah, Lai et al., 2012), esterificacédo (Kraai, Winkelman et al., 2008)
(Lorenzoni, Graebin et al., 2012) e interesterificacdo, (transesterificacéo, alcéolises e

acidolises) (Palla, Pacheco et al., 2012). (Ver Figura 7)

Figura 7 ReacgOes catalisadas por enzimas lipases (hidrdlise, esterificacdo e interesterificagdo). Fonte:
(Carvalho, Campos et al., 2003) adaptada
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Devido as suas multiplas aplicacdes, as enzimas lipases tém ocupado um
lugar de destaque entre os biocatalisadores, tais como na fabricacdo de detergente
(Macrae e Hammond, 1985), em industria de alimentos (Jaeger e Reetz, 1998), na
fabricacdo de produtos farmacéuticos e cosméticos (Sharma, Chisti et al., 2001), em
catélise de produtos de grande interesse industrial (Jaeger, Dijkstra et al., 1999),
entre outras inUmeras aplicagdes.

Na Tabela 1, estdo descritas as principais aplicacdes industriais no setor

alimenticio e quimico da enzima lipase.

Tabela 1 Aplicag@es industriais de lipases.

Setor Efeito Utilizado Produto
Alimenticio
Laticinio Hidrolise da gordura do leite Agente aromatizante para
manufatura de produtos
lacteos
Panificacéo Melhoramento do sabor e Confeitos e bolos
prolongamento da
estabilidade de prateleira.
Bebidas Melhoramento do aroma e Bebidas alcodlicas como:

Processamento dos
derivados do ovo
Processamento de carne e
peixe

Processamento de 6leos

Quimica
Quimica fina
Detergente
Farmacéutico

Analitico

Cosmeético
Curtume

Diversos

aceleracdo da fermentacéo,
por remocéao dos lipideos.
Melhoramento da hidrélise do
ovo por hidrélise dos lipideos.
Desenvolvimento de aroma e
remocao do excesso de
gorduras.

Transesterificacdo de 6leos
naturais e hidrélise de acidos
graxos, diglicerideos e
monoglicerideos.

Sintese de ésteres

Remocédo de manchas de
Oleo e gorduras

Digestéo de 6leos e gorduras
de alimentos

Analise de triglicerideos no
sangue

Remocao de lipideos
Remocéo de gordura da pele
dos animais

Decomposicéo e remogao de
substancias oleosas

saque e vinho
Maionese, molhos e cremes

Produtos embutidos

Oleos e gorduras modificadas

Esteres
Detergentes

Digestivos
Diagnostico

Cosmético em geral
Produtos de couro

Limpeza de tubulagéo,
tratamento de efluentes, e
outros, em combinag¢éo com
outras enzimas

Fonte: (De Castro, Mendes et al.,

2004).
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2.9.2 Estrutura e Atuacéo

A lipase do fungo de Rhizomucor miehei foi descrita pela primeira vez na
literatura em 1973 (Rodrigues e Fernandez-Lafuente, 2010). E formada por uma
cadeia proteica Unica polipeptidica constituida por 269 residuos de aminoacidos
(Brady, Brzozowski et al., 1990). A enzima purificada possui massa molecular de
31600 Dalton e uma constante isoelétrica de 3,8 (Wu, Jaaskelainen et al., 1996).

Estudos mostram que a lipase de Rhizomucor miehei possui uma estrutura
com conformacdo em a/B hidrolase composta de uma sequéncia especifica de a
hélices e folhas B pregueadas. Hidrolisam as ligacOes éster, por meio de uma triade
catalitica, composta por um residuo de serina (Ser 144) nucleofilico ativado por uma
ligacdo de hidrogénio, em contato permanente com uma histidina (His 257) e um
aspartato (Asp 203) (Brady, Brzozowski et al., 1990; Schmid e Verger, 1998) (Figura
8).

Figura 8 Representacao grafica tridimensional da estrutura da Enzima Lipase de Rhizomucor miehei.
Fonte: (Protein Data Bank)
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As lipases podem ser divididas em dois grupos em relacdo a sua
regioespecificidade exibida com substratos de triglicerideos (Macrae e Hammond,
1985) (Figura 9). O primeiro grupo pertence as lipases néo especificas. Estas ndo
possuem regioespecificidade, por isso catalisam a hidrélise de triglicerideos para
acidos graxos livres e glicerol, nas trés posicoes. As lipases pertencentes a este
grupo ndo mostram especificidade com relacdo a natureza do grupo acila ou a
posicdo em que este estd esterificado no glicerol. Essas lipases hidrolisam,
totalmente, os triglicerideos em glicerol e ésteres de acido graxos. Varios espécies
de microrganismos produzem lipases nao especificas, tais como: Penicilium
cyclopium, Corynebacterium acnes, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus
aureus e Candida cylindracea (Macrae e Hammond, 1985; Carvalho, Campos et al.,
2003).

O segundo grupo € constituido pelas lipases que apresentam
regioespecificidade nas posi¢cdes 1- e 3- dos triacilglicerois. Com essas lipases, 0s
triglicerideos sédo hidrolisados originando 1,2(2,3) diglicerideos e 2-monoglicerideos.
A hidrdlise dos triglicerideos €, normalmente, mais rapido que o dos dicligerideos, e,
consequentemente, ha o acumulo de di- e monoglicerideo durante a reagédo. Os
compostos 1,2(2,3) diacilglicerideos e 2-monoglicerideos sdo quimicamente instaveis
e sao isomerizados espontaneamente para as posi¢cdes 1 ou 3, transformando em
1,3 diacilglicerideos e 1 monoglicerideo respectivamente. Consequentemente, a
enzima consegue hidrolisar completamente os triglicerideos. As lipases de Rhizopus
delemar, Aspergillus niger e Rhizomucor miehei pertencem a este grupo (Macrae e
Hammond, 1985; Carvalho, Campos et al., 2003).
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Figura 9 Reacdes catalisadas por lipase do tipo especifica e ndo especifica. Fonte: (Paques e Macedo,
2006)
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2.9.3 Ativacao interfacial

Embora sejam sollUveis em agua, as lipases sédo capazes de catalizar reacdes
envolvendo substratos lipidicos insolUveis na interface éleo-agua (Schmid e Verger,
1998). As enzimas lipoliticas sé@o caracterizadas por aumentar, drasticamente, sua
atividade catalitica quando atua na interface 6leo-agua. Este fendmeno € chamado
de “ativacéo interfacial’. Este aumento na atividade enzimatica & desencadeado por
rearranjos estruturais na regido do sitio ativo da enzima que permite o acesso do
substrato a regido catalitica. Na auséncia da interface 6leo/agua, o sitio ativo é
recoberto por uma “tampa” hidrofébica ou “lid” (Jaeger, Dijkstra et al., 1999),
(Rodrigues e Fernandez-Lafuente, 2010). Esta estrutura consiste em uma sequéncia
de proteinas que recobre o sitio ativo, que se move em contato com a interface 6leo-
agua (Villeneuve, Muderhwa et al., 2000) (Figura 10). Na presenca de substancias
hidrofébicas, o lid é aberto, tornando os sitios ativos acessiveis ao substrato (Jaeger,
Dijkstra et al., 1999).

Na Figura 10, observa-se a estrutura da enzima lipase da Rhizomucor miehei
em dois momentos: Lipase de forma fechada (A, C) e de forma aberta (B, D). Nos
item A e B (vista lateral), podem-se visualizar a triade catalitica (amarelo) e os
elementos de estrutura secundaria mostrando a estrutura alfa/beta-hidrolase comum
em todas as lipases. ApGs a abertura da tampa, a triade catalitica (amarelo) torna-se

acessivel (D) ao substrato na interface 6leo-agua.
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Figura 10 Representacao grafica da estrutura da lipase de Rhizomucor miehei na forma aberta (A, C) e
forma fechada (B, D). Fonte: (Schmid e Verger, 1998)

2.9.4 Mecanismo de catalise

Uma maior compreensdo a respeito do mecanismo de acao das lipases foi
obtida a partir da resolucdo de sua estrutura cristalina. A partir de técnicas de
cristalografia de raio-X, Brady et al (1990) elucidaram a estrutura de uma lipase
extracelular purificada a partir do fungo RML. A triade catalitica da molécula de
lipase se encontra recoberta pelo “lid” estabilizado por extensas interacdes
hidrofébicas e eletrostaticas. Suas cadeias laterais formam uma constelacdo que é
estereoquimicamente muito semelhante ao de serinas proteases, e, portanto o

mecanismo de catalise das lipases é parecido com as serina proteases (Brady,
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Brzozowski et al.,, 1990). O movimento do “lid” traz uma profunda alteragcdo na
superficie da enzima. Cerca de doze aminoacidos hidrofébicos se tornam
significantemente mais expostos na ativacdo, isto acompanhado por uma perda
significativa da caracteristica polar da superficie (Derewenda, Brzozowski et al.,
1992).

A hidrolise do substrato pela lipase ocorre em quatro etapas. (Ver Figura 11)
A reacdo se inicia com um ataque hidrofilico do grupo hidroxila do residuo de serina
ao carbono carbonila ativado do éster do lipideo. Um intermediario tetraédrico é
formado, sendo o oxianion (O) estabilizado pela interagdo com dois grupos
peptidicos NH. A histidina doa um proton ao componente alcool que esta deixando o
substrato. Desta forma ocorre a formacdo de um intermediario covalente (enzima
acilada), estando o componente acido do substrato esterificado pelo residuo de
serina da enzima. Uma molécula de agua é ativada pelo residuo de histidina na
vizinhanca, e o oxianion resultante da desprotonacao da hidroxila da serina realiza
um ataque nucleofilico ao atomo de carbono da carbonila do intermediario covalente.
O residuo de histidina doa um proton ao atomo de oxigénio de residuo de serina
ativo, a ligacdo éster entre a serina e componente acila € clivada, liberando o
produto acilado. Consequentemente, a enzima esta pronta para receber nova

molécula do substrato (Reis et al., 2009).
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Figura 11 Mecanismo de catalise da lipase. Fonte: (Jaeger, Dijkstra et al., 1999)

2.10 Imobilizag&o de enzimas em suportes

Como j& citado anteriormente, as enzimas apresentam importantes
caracteristicas que tornam 0 seu uso mais vantajoso quando comparadas aos
catalisadores quimicos. As enzimas requerem temperaturas e pressdées normais,
com consequente diminuicdo do risco de inativacdo térmica dos compostos
termolabeis, reducdo das necessidades energéticas e dos efeitos corrosivos dos
processos. Além disso, devido a sua natureza proteica e a sua conformacao
tridimensional, as enzimas apresentam alta especificidade ao substrato,
caracteristica esta que reduz, significativamente, a obtencdo de produtos
indesejaveis, diminuindo, desta forma, os custos de separacdo de produtos, bem
como os problemas de tratamento de efluentes (Cabral, Aires-Barros et al., 2003).

Alguns aspectos negativos na utilizagdo de enzimas inviabilizam o uso na sua
forma livre como, por exemplo, instabilidade em algumas condicbes devido a
inativacdo, protedlise, formacdo de agregados, acdo de solventes organicos,

elevado custo de obtencdo da enzima (desde o isolamento até a purificacdo) e
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elevado custo para separacao do substrato e produto final ( Jegannathan, Abang et
al., 2008).

Por isso, apesar das vantagens cataliticas, sua utilizacdo em processos
industriais tem sido limitada. A fim de reunir todas as vantagens das enzimas
aproveitando seu potencial catalitico, mas diminuindo suas desvantagens, tem se
estudado a imobilizacdo de enzimas em suportes soélidos. Imobilizar a enzima em
suportes insolaveis ao meio reacional a torna mais ativa e estavel e, ainda, com boa
especificidade ao substrato, consequentemente, as enzimas podem ser utilizadas
em processos industriais de forma similar aos catalisadores quimicos (Cabral, Aires-
Barros et al., 2003).

A imobilizacdo de enzimas consiste no confinamento da enzima a uma regiao
restrita, garantindo a retencéo da atividade catalitica e assegurando a possibilidade
da sua utilizacdo de forma repetida ou continua (Jegannathan, Abang et al., 2008;
Tan, Lu et al., 2010).

Esta metodologia tem sido aplicada a uma vasta gama de biocatalisadores,
abrangendo desde extratos enzimaticos purificados a células integras de origem
microbianas, tecidos vegetais ou animais (Cabral, Aires-Barros et al., 2003).

E importante que o complexo enzima-suporte mantenha as caracteristicas
fisicas do suporte e, ao mesmo tempo, retenha a atividade biolégica da enzima em
sua forma estavel (Said e Pietro, 2004).

O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que nao sejam afetadas durante o processo, em
comparacao a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma
atividade catalitica superior. Além disso, ndo deverdo ocorrer alteracfes estruturais,

bem com modifica¢des no sitio ativo (Carvalho, Campos et al., 2003).
2.10.1 Vantagens na imobilizacdo de enzimas

Dentre as principais vantagens na imobilizacdo de enzimas em suportes de
diversas naturezas, podemos citar:

o Retencdo da enzima: possivel reutilizacdo do catalisador, possibilidade
de operar a elevadas taxas de diluicdo e minimizacdo da contaminacao do produto.

o Concentracdo elevada da enzima: maior produtividade volumétrica,

bioconversdo mais rapida, minimizacéo de reacdes secundarias.
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o Microambiente do biocatalisador controlado: manipulacdo da atividade
e especificidade catalitica, aumento da estabilidade catalitica.

o Facil separacédo entre produto e biocatalisador: minimizacdo dos riscos
de metabolizacdo do produto e controle preciso do tempo de conversao (Said e
Pietro, 2004).

2.10.2 Desvantagens naimobilizag&o de enzimas

As principais desvantagens na imobilizacdo de enzimas séo:

o Perda da atividade catalitica durante a etapa de imobilizacao:
dependendo das condi¢des, pode haver uma alteragcdo na estrutura tridimensional
da proteina, resultando em uma menor atividade. Ou, ainda, alteracbes na
orientacAo ou no acesso do substrato ao sitio ativo, podendo reduzir a
especificidade ao substrato (Said e Pietro, 2004).

o Perda da atividade catalitica devido a matriz de imobilizacdo: pode ser
causada devido as variacdes locais de pH e as restricdes esterioquimicas de acesso
ao centro ativo. Ou ainda, devido a alteracbes na orientagdo ou no acesso do
substrato ao sitio ativo, podendo reduzir a especificidade ao substrato. Também
pode haver um acumulo de produto préximo ao sitio ativo, podendo afetar a cinética
da reacado, ou provocando alteragcbes no microambiente da enzima (Said e Pietro,
2004).

o Perda de atividade catalitica durante a bioconversao: perda do
biocatalisador, susceptibilidade quimica ou mecéanica da matriz levando a destruicéo,
ao envenenamento da matriz ou ao acumulo de contaminantes (Cabral, Aires-Barros
et al., 2003).

A diminuicdo da atividade catalitica de uma enzima pode ocorrer também,
guando se estabelecem ligacdes cruzadas intermoleculares, geralmente atribuida a
modificagcdes conformacionais na sua estrutura terciaria. Por exemplo, ligacdes
covalentes entre a enzima e o suporte podem alongar a molécula de enzima e,
assim, alterar a estrutura tridimensional do sitio catalitico (Cabral, Aires-Barros et al.,
2003).
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2.11 Meétodos para imobilizacdo de enzimas

Os métodos existentes para imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos
dividem-se em duas grandes categorias: ligagdo a um suporte e a oclusédo ou
encapsulacdo a matrizes (Carvalho, Campos et al., 2003; Cardoso, De Moraes e
Cass, 2009).

Na ligacdo a um suporte, o biocatalisador é retido na superficie de um solido
mediante interacOes estabelecidas entre a matriz e o catalisador. Uma vasta gama
de interacdes, abrangendo desde forca de Van der Waals a ligagbes covalentes,
pode ser responsavel pela retencéo do catalisador a matriz. Embora algumas destas
interagbes possam se estabelecer entre o catalisador e a superficie ndo modificada
da matriz, a versatilidade e a efetividade da imobilizacdo a um suporte podem ser
incrementadas por meio de modificagcbes quimicas introduzidas na matriz, por
reacoes com agentes bifuncionais (glutaraldeido, carbodi-imida) ou metais de
transicdo (oxido de titanio ou zirconio), as quais permitem a formacao de ligacbes
covalentes (Cabral, Aires-Barros et al., 2003).

Na imobilizacdo por oclusdo ou encapsulacdo, a solidificacdo de uma
suspensao contendo o catalisador € induzida por meios quimicos ou fisicos. Deste
processo, resulta a formacdo de um gel insolavel em agua, no interior do qual fica
retido o catalisador, numa forma ativa. A formacdo do gel pode ser provocada pela
presenca de cations multivalentes, por acdo da temperatura, por polimerizacdo ou
precipitacdo (Said e Pietro, 2004).

Na Figura 12, destacam-se o0s principais métodos para imobilizacdo de

enzimas.
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Meétodos para Imobilizagio de Enzimas
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Figura 12 Métodos para imobilizagdo de enzimas. Fonte: (Dalla-Vecchia, Nascimento et al., 2004)

Existem diversas matrizes utilizadas para a imobilizacdo de enzimas. Dentre
essas, destacam-se os polimeros organicos. A preferéncia deste tipo de suporte
deriva da sua adaptabilidade a diferentes métodos de imobilizacao por ligacdo a um
suporte ou por oclusdo. E relativamente facil inserir & superficie do suporte grupos
funcionais reativos para ligacdo do biocatalisador. Porém, a sua principal
desvantagem reside na resisténcia quimica e mecanica relativamente reduzida,

limitando as possibilidades da sua regeneracédo (Cabral, Aires-Barros et al., 2003).
2.11.1 Adsorcéo fisica

O método mais antigo e simples para imobilizacdo de catalisadores consiste
na adsorcdo a um suporte solido, sem qualquer modificacdo prévia da matriz do
catalisador.

A interacdo enzima-matriz deve-se ao estabelecimento de ligagGes fracas, do
tipo Van der Waals, hidrofébicas, eletrostaticas ou ligacdo de hidrogénio. Para a
imobilizagdo do catalisador, basta coloca-lo em contato com a matriz, com as
caracteristicas adequadas para a adsorcao, em condi¢cdes selecionadas de pH, forca
ibnica, natureza do tampédo e temperatura. O suporte contendo o catalisador é
recolhido e lavado. Este método, de custo reduzido, assegura uma retencao elevada
da conformacado ativa da enzima e da sua atividade catalitica intrinseca (Kharrat,
Ben Ali et al., 2011).
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A sua aplicacdo € limitada dada a natureza reversivel da ligacdo entre o
catalisador e a matriz, a qual € influenciada pelas condi¢cdes operacionais, como pH,
temperatura, forga idnica do meio reacional. Outra desvantagem associada a este
método reside na possibilidade de sobrecarga do suporte, de que pode resultar em
uma reducdo da atividade especifica, bem como na deposicdo de espécies
carregadas no suporte, que podem originar modificacdes dos parametros cinéticos

ou do pH do microambiente (Carvalho, Campos et al., 2003).

2.11.2Ligacg&o idnica

A utilizacdo de resinas de troca idbnica como suporte de imobilizacdo permite o
estabelecimento de ligacao ibnica entre a matriz e o catalisador. A forca deste tipo
de interacao situa-se entre a adsorcao fisica e a ligacdo covalente. As limitacGes e
vantagens sdo semelhantes as da adsorc¢do fisica, podendo inativar o catalisador em
meios reacionais com forga ionica elevada ou em meios que registrem variagcoes
significativas de pH. O método de ligacdo ibnica baseia-se na atracdo da enzima
pelo suporte solido contendo ions residuais. A forca de interacdo envolvida
(interacdo ion-ion) é mais forte que a forca de Van der Waals, porém mais fraca que

a ligacéo covalente (Said e Pietro, 2004).

2.11.3Ligac0Oes covalentes de enzimas:

O procedimento envolve a modificagdo quimica de um residuo de aminoécido,
através da formacéo de uma ligacédo covalente da enzima com um material insoltvel
em agua, pela fixacdo da enzima em matriz por ligacdo covalente ou pela formacéo
de ligagcbes cruzadas numa matriz, contendo a enzima e usando varios agentes
bifuncionais (Dalla-Vecchia, Nascimento et al., 2004).

O grande numero de processos existentes visando a ativacéo da superficie e
a formacao de ligacBes covalentes permite a aplicagdo em uma vasta gama de
sistemas (Pahujani, Kanwar et al., 2008; Cao, Bornscheuer et al., 1999; Yucel, Demir
et al., 2011).

Os grupos funcionais da enzima que permitem a ligacdo com o suporte sao:
a) grupos aminos: a-NH; da cadeia terminal e o €-amino da lisina; b) grupos

carboxilicos: B e p do aspartato e glutamato, respectivamente, e o a-carboxilico; c)
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grupo fendlico da tirosina; d) grupo tiol da cisteina; €) grupo hidroxilico da serina,
treonina e tirosina; f) grupo imidazol da histidina; g) grupo indol do triptofano (Cabral,
Aires-Barros et al., 2003).

Todavia, a sua aplicacdo €, muitas vezes, limitada, devido ao custo elevado
de algumas matérias-primas, a complexidade de certos processos de imobilizacéo e

a uma consideravel perda de atividade catalitica (Cabral, Aires-Barros et al., 2003).

2.11.4 Métodos de oclusado ou encapsulacao

2.11.4.1 Ocluséao em gel:

Neste processo de imobilizagdo, o biocatalisador é confinado ao interior de
uma matriz sem que seja estabelecida qualquer ligacdo quimica. Ndo se observam
alteracdes estruturais ou interacbes com o centro ativo, enquanto o substrato pode
se difundir através da matriz (Cardoso, De Moraes e Cass, 2009).

Neste sistema, cria-se uma cela artificial delimitada por uma membrana
porosa. Moléculas grandes, tais como enzimas, ndo sdo capazes de se difundir
através desta membrana, enquanto pequenas moléculas como substratos e
produtos se difundem (Dalla-Vecchia, Nascimento et al., 2004).

As principais limitagfes associadas ao uso deste meétodo residem na baixa
estabilidade mecénica, na reduzida longevidade do gel, além de limitacbes a
transferéncia de massa. A porosidade do gel, bem como a sua estabilidade
mecanica e caracteristicas difusionais do substrato através do gel, sdo parametros
criticos para a implementacdo de um processo eficaz (Cabral, Aires-Barros et al.,
2003).

2.11.4.2 Encapsulacgéo:

A encapsulagéo do biocatalisador consiste no aprisionamento de enzimas ou
células no interior de uma membrana semipermeavel como microcapsula e micelas
invertidas. A natureza, a porosidade e as dimensdes da membrana podem ser
definidas de modo a se adaptarem melhor ao sistema reacional escolhido. As
micelas invertidas sdo agregados esféricos de moléculas tensoativas, em que a

7

camada externa € constituida pelas caudas hidrofébicas das moléculas de
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tensioativo e o interior, pelos grupos polares dessas moléculas. As micelas
invertidas formam-se, espontaneamente, quando se dissolve um tensoativo num
solvente organico apolar. No interior das micelas, podem ser solubilizados enzimas e
acidos nucleicos. A concentracdo elevada de tensoativo, que dificulta a separacédo e
a recuperacao da enzima, € uma das limitacdes deste sistema (Cabral, Aires-Barros
et al., 2003).

2.12 Suportes usados como matrizes para imobilizacdo de enzimas

Um suporte solido ideal para imobilizacdo de enzimas deve possuir certas
caracteristicas que contribuam para manutencao e melhoria da atividade enzimética,
tais como (Said e Pietro, 2004):

o Caracteristicas morfolégicas: os suportes devem possuir uma éarea
superficial compativel com a quantidade de enzima para possibilitar a imobilizagéo.
E ideal, também, que possua uma grande superficie interna.

o Caracteristicas quimicas: a presenca de grupos quimicos nos suportes
permite que estes possam ser ativados ou modificados de modo que possibilite a
ligacdo da enzima.

o Natureza hidrofilica: é desejavel se ter um suporte com caracteristicas
hidrofilicas a fim de se obter uma boa difusividade do substrato, além de permitir a
estabilizacdo da enzima.

o Insolubilidade: o suporte insolivel no meio previne a liberagcdo da
enzima no suporte e evita contaminacdo do produto pelo suporte dissolvido e a
enzima.

o Estabilidade quimica, mecanica e térmica: o suporte deve ser
guimicamente resistente durante o processo de imobilizacdo e nas condigcbes em
gue se processa a reacdo. A resisténcia mecanica deve permitir o uso de filtracao,
centrifugacdo e agitacdo, durante todo o processo. A estabilidade térmica € outra
caracteristica importante que o suporte deve manter para prevenir a inativacdo da
enzima durante a reacgao.

o Resisténcia ao ataque microbioldgico: o suporte deve ter resisténcia a

degradacao por microrganismos, para evitar a liberacdo da enzima para a solucao.
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o Regenerabilidade: € ideal que o suporte possa ser regenerado ou
reutilizado ou, ao menos, ser biodegradavel evitando, assim, polui¢éo.

Devido as suas caracteristicas, 0s suportes a base de polimeros séo ideais
para a imobilizacdo de enzimas. Na literatura, existem diversos relatos de empregos
de polimeros como matrizes de imobilizacdo (Dizge e Keskinler, 2008; Salis, Pinna
et al., 2008; Dizge, Keskinler et al., 2009; Yucel, Demir et al.,, 2011). De fato, o
sucesso se deve as propriedades fisico-quimicas destes materiais, as quais
possibilitam que a enzima fique imobilizada de tal maneira que, ainda assim, catalise
reacoes eficientemente.

Dalla-Vechia et al (2005) utilizaram diversas fontes de lipases imobilizadas em
filmes de carboximetilcelulose, poli (alcool vinilico) e uma mistura dos dois polimeros
(50:50% m/m) na esterificacdo do acido laurico com n-pentanol em meio organico.
Os resultados mostraram alta estabilidade na reacdo de esterificacédo, e, portanto,
podem ser utilizados com sucesso como materiais alternativos para a imobilizacéo
da lipase.

Em outra publicacdo, Dizge et al (2009) sintetizaram uma nova matriz
polimérica microporosa (MPPM) de baixo custo em trés formas: bloco, gota e pé. O
polimero foi sintetizado utilizando estireno, divinilbenzeno e poliglutaraldeido. A
enzima lipase foi imobilizada no polimero mediante ligacdo covalente. Por fim, o
complexo polimero-enzima foi empregado como catalisador na producdo de
biodiesel utilizando 6leos de girassol, de soja e 6leo de cozinha usado via rota
metilica. Todas as formas do MPPM foram usadas com sucesso para a producéo de
biodiesel, porém a forma em p6 foi a mais eficiente. Segundo os pesquisadores, isto
se deve a uma mistura eficiente dos reagentes com o complexo polimero-enzima
durante a reagdo. Por manter sua atividade estavel, o complexo polimero-enzima
pode ser usado industrialmente em processos que exigem lipases imobilizadas.

Yucel et al (2011) sintetizaram uma matriz polimérica microporosa a partir de
copolimeros de estireno-divinilbbenzeno (STY e DVB). Enzimas lipases foram
imobilizadas neste polimero por meio de adsorcéo fisica e de ligacdo covalente e,
em seguida, utilizada para transesterificar a reacdo de 6leo de canola e metanol. Os
pesquisadores concluiram que o processo foi eficaz para producdo de biodiesel, e,

além disso, ha possibilidade de reuso do catalisador por até dez vezes.
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Enzima lipase, também, foi imobilizada dentro de espumas de poliuretano
hidrofilicas utilizando poliglutaraldeido. Em seguida, o suporte com a enzima foi
utilizado para producdo de biodiesel usando O6leo de canola e metanol. O
poliglutaraldeido foi empregado como um agente de ligacdo cruzada entre 0os grupos
aminas e aumentou a estabilidade da enzima. Foi constatado que o catalisador
imobilizado foi altamente estavel, e pode ser usado, pelo menos, mais 10 vezes sem
perda da atividade enzimatica (Dizge e Keskinler, 2008).

Salis et al (2008) caracterizaram lipases de diversas fontes e as imobilizou em
macroporos de poliproprileno por adsorgédo fisica para a sintese de biodiesel
utilizando Oleo vegetal e metanol em sistema livre de solvente. Em condi¢des
adequadas, também foi possivel obter um alto rendimento de ésteres etilicos.

Enzima lipase foi encapsulada em microesferas de Alginato de sédio/Alcool
(poli vinilico) (AlgNa/PVA) na presenca do agente de ligacdo cruzada tretaborato de
célcio. Péde-se observar, nesta pesquisa, que a forma imobilizada da enzima foi
mais favoravel para a hidrolise do 6leo de azeite do que a forma livre, devido as
melhores condicfes interfaciais existentes na microesfera. Além disso, verificou-se
gue a lipase na forma imobilizada foi mais ativa que na sua forma livre. Neste caso,
a diferenca nas atividades enzimaticas podem estar relacionados a uma alta
hidratagdo do microambiente da lipase imobilizada nas microesferas de AlgNa/PVA.
Por isso, as microesferas porosas de AlgNa/PVA também podem ser uma alternativa
interessante para aplicacdo em catélise heterogénea (De Queiroz, Passos et al.,
2006).

Oh et al (2007) imobilizou lipase em microesferas de poli (alcool vinilico)
utilizando glutaraldeido para induzir a formacdo de ligacbes covalentes. A
estabilidade e o efeito térmico da enzima no suporte foram observados, bem como a
sua atividade depois de varias reutilizagbes. A forma imobilizada da lipase teve uma
estabilidade térmica e de pH melhor do que sua forma livre. Além disso, 90% da
atividade enzimatica da lipase imobilizada foram mantidas apds cinco usos
consecutivos. Portanto, ha possibilidade de uso da lipase imobilizada em ambientes

severos exigidos em muitas aplica¢des industriais.
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2.13 Poli (alcool vinilico)

2.13.1 Estrutura e propriedades

Os poli (alcool vinilicos) (PVA) sdo polimeros do élcool vinilico. Por ser
altamente instavel, o alcool vinilico pode se transformar, espontaneamente, em
acetaldeido. Consequentemente, o polimero ndo pode ser obtido diretamente
(Tobolsky, 1967; Bassner e Klingenberg, 1998) Por isso, o PVA é obtido por
saponificagdo de um poli (vinil éster) como, por exemplo, o poli (acetato de vinila)
(PVAC) (Lee, S. G., Kim, J. P. et al., 2006). O PVA foi descoberto por Haehnel e
Herrmann que, por meio da adicdo de uma base (hidréxido de potassio) na presenca
de etanol em uma solucéo de poli (acetato de vinila), foram capazes de obter o PVA.
(Figura 13) Os primeiros relatos cientificos sobre PVA foram publicados em 1927
(Tobolsky, 1967).

Figura 13 Férmulas estruturais: A) Poli (acetato de vinila) B) Poli (alcool vinilico)

A excelente resisténcia quimica e as propriedades fisicas do PVA resultaram
em amplo uso industrial (Tobolsky, 1967). Particulas de PVA tém sido um dos
materiais mais utilizados devido as suas propriedades vantajosas, tais como
biocompatibilidade e elasticidade, compressibilidade elevada, boa resisténcia
guimica aos acidos, bases e detergentes, entre outras propriedades (Peixoto, Silva
et al., 2006; Semenzim, Basso et al., 2011). Sdo ecologicamente viaveis, pois sédo
biodegradados facilmente e podem ser assimilados por organismos de ocorréncia
natural no ambiente (Tobolsky, 1967).
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Em relacdo a sua estrutura, o0 PVAc possui grupos carbonilas caracteristicos
dos ésteres, que apresentam polaridade média em comparacdo aos grupos
hidroxilas presentes no PVA. Portanto, o poli (&lcool vinilico) € mais soltvel em agua
do que o poli (acetato de vinila), pois seus grupos hidroxilas podem fazer ligacdes de
H (pontes de H) com a agua, aumentando sua solubilidade (Tobolsky, 1967).

O PVAc é predominantemente um polimero amorfo, isto significa que as
cadeias do polimero se orientam de uma forma aleatéria. A forma cristalina se forma
como resultado do alinhamento das cadeias de polimero e da interacdo de uns com
os outros (Bassner e Klingenberg, 1998). O PVA pode ser organizado como uma
fibra cristalina, seus grupos hidroxilas s&o, suficientemente, pequenos para se
ajustar dentro de uma rede cristalina. Além disso, a capacidade de cristalizar € a
propriedade fisica mais importante do PVA, uma vez que a cristalinidade controla a
solubilidade em &gua, a resisténcia a tracdo e as propriedades termoplasticas.
Assim, esse recurso tem sido e continua a ser o ponto focal da pesquisa académica
e industrial (Tobolsky, 1967).

A cristalinidade do PVA é resultado de extensas pontes de hidrogénio
formadas entre cadeias de polimeros. A cadeia de carbono do PVA pode ser
representada como uma linha sdlida, continua com os grupos hidroxilas ligada nos
carbonos. Quando duas cadeias se aproximam estreitamente, podem se alinhar de
modo que o hidrogénio de um grupo hidroxil, pode interagir com o oxigénio de um
grupo hidroxila da cadeia vizinha (Bassner e Klingenberg, 1998). A Figura 14 mostra
as pontes de hidrogénio formadas entre cadeias de PVA totalmente hidrolisado (A) e

as formadas entre o PVAc parcialmente hidrolisados (B).
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Figura 14 Representacdo da cadeia de PVA com suas ligacGes de hidrogénio. A) PVA totalmente
hidrolisado B) PVAc parcialmente hidrolisado. Fonte: (Bassner e Klingenberg, 1998)
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2.13.2 Sintese de microesferas de PVA/PVAc

O processo de formacdo do PVAc se da pela polimerizacdo em suspensao,
em que o monémero insolivel é colocado em agua, contendo um iniciador soltvel
na fase organica. O mondmero (acetato de vinila) é disperso na fase aquosa
continua por uma combinacéo de forte agitacdo e uso de pequenas quantidades de
agentes de suspensdo (estabilizantes). Uma condicdo satisfatéria de agitacao
mecanica é suficiente para manter o mondmero na forma de goticulas, que séo
lentamente convertidas de um estado liquido de alta mobilidade para uma mistura
altamente viscosa, e, finalmente, para uma particula de polimero sdlidos. Os
estabilizantes impedem a coalescéncia das gotas organicas suspensas na fase
aguosa, estabilizando a gota de polimero. Sua funcédo é diminuir a tensao interfacial
entre as gotas de monémero e a agua, promovendo a dispersdo das gotas. Além
disso, as moléculas estabilizantes sdo adsorvidas sobre a superficie das gotas de
mondmero, produzindo uma fina camada que evita a coalescéncia das gotas quando
ocorre a colisdo entre elas. O poli (alcool vinilico) (PVA) é um dos estabilizantes
mais utilizados em polimeriza¢cdes em suspenséo. O tamanho médio da particula e a
distribuicdo de tamanhos das particulas podem ser controlados de forma simples
numa faixa relativamente estreita, manipulando-se a velocidade de agitacéo e a
quantidade de agente de suspensao (Machado, Lima et al., 2007).

Os iniciadores séo indispensaveis na etapa responsavel pela formacédo de
radicais livres numa reagcdo de polimerizacdo em cadeia (Machado, Lima et al.,
2007). Na polimerizacdo do acetato de vinila, sdo usados, por exemplo, peréxido de
hidrogénio, peroxido de benzoila, peréxido de laurilico, entre outros. O peroxido de
benzoila tem sido muito usado em polimerizagcdes de emulsdo com iniciadores
sollveis em agua, especialmente quando o monémero foi adicionado continuamente
durante a reacao (Tobolsky, 1967).

O Esquema 1 mostra a formacéo dos radicais livres a partir do peréxido de
benzoila, que ocorre quando a ligacdo entre os oxigénios é rompida devido ao
ganho de energia cinética das moléculas.
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Esquema 1 Formacéao dos radicais livres a partir do peréxido de benzoila

Em seguida, o radical livre formado ataca o acetato de vinila, desencadeando

a iniciacéo da cadeia polimérica, conforme mostrado no Esquema 2.
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Esquema 2 Iniciagcdo da cadeia polimérica na formacédo do poli (acetato de vinila) PVAc

ApoOs os radicais livres se ligarem aos monémeros, a polimerizacao entra no
estagio da propagacdo da cadeia (Esquema 3) com a ligagcdo sequencial das

unidades monomeéricas.
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Esquema 3 Propagacéo da cadeia polimérica na formacé&o do poli (acetato de vinila) (PVAc)

Em seguida, por combinacdo, a cadeia polimérica € finalizada (Esquema 4).
(Solomons e Fryhle, 2001)
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Esquema 4 Terminag&do da cadeia polimérica, por combinacdo, na formacédo do poli (acetato de vinila)
(PVAC)

O Poli (acetato de vinilo) pode ser convertido em Poli (alcool vinilico) por um
processo chamado saponificacdo. Nesta reacdo, certa quantidade de base é
adicionada em quantidades cataliticas para promover a troca do grupamento acetato
pelo grupo hidroxil. Os catalisadores, mais frequentemente, descritos na literatura
sao hidréxido de sodio ou de potassio, metoxido de sédio, etoxido de sbdio, entre
outros (Tobolsky, 1967). O Esquema 5 abaixo apresenta 0 processo de
saponificagdo com o hidréxido de sodio (NaOH), que promove a troca do grupo
acetato (CH3COOQ") existente no PVAc, com o grupo hidroxila (OH") existente na

solucéo alcalina para a formacao do PVA.
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Esquema 5 Hidrélise alcalina do poli (acetato de vinila) (PVAc) para obtencdo do poli (alcool vinilico)
(PVA), obtendo como subproduto o acetato de s6dio (CH;COONa)

O PVA ¢, frequentemente, utilizado como matriz para a imobilizacdo de varias
enzimas e células por causa de sua facil disponibilidade e baixo preco. Além disso, a
sua estrutura quimica pode causar a estabilizacdo de proteinas por meio da ligacao
com as cadeias do polimero (Uhlrich, Ulbricht et al., 1996). Por isso, devido as suas
importantes caracteristicas, este material foi escolhido para ser utilizado no processo
de imobilizacdo da enzima lipase e subsequente transesterificacdo a partir do 6leo
de soja e de etanol para a formacé&o de biodiesel.
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3 Objetivos

3.1Geral

O presente trabalho teve como objetivos sintetizar e caracterizar microesferas

de PVA utilizando diferentes concentracdes de base alcalina (NaOH) no processo de

saponificacdo (4, 12 e 25 mol/L); estudar o uso desses suportes para imobilizacao

da enzima lipase de Rhizomucor meihei (RML) e, finalmente, avaliar a atividade

enzimatica dos diferentes complexos polimero-enzima para a transesterificagdo do

Oleo de soja a biodiesel, usando a rota etilica.

3.2Especifico

Os objetivos especificos a serem alcancados sdo 0s seguintes:

Sintese de microesferas de PVA (4, 12 e 25 M).

Caracterizacao das microesferas de PVA puras pelas técnicas de DRX, SEM,
ATR-FTIR, RMN, Potencial Zeta.

Estudo da imobilizagédo de lipases de Rhizomucor miehei em microesferas de
PVA.

Caracterizacdo das microesferas de PVA imobilizadas com enzimas
(denominados complexos Enzima-PVA) pelas técnicas de SEM, ATR-FTIR,
RMN, Potencial Zeta.

Caracterizacdo da quantidade de proteina adsorvida no suporte polimérico
pela técnica espectrofotométrica em 595nm.

Avaliacdo da atividade enzimatica na hidrolise do reagente p-nitrofenil
palmitato pela andlise espectrofotométrica em 410nm.

Avaliacdo da capacidade da enzima quanto sua natureza hidrolisante ou
esterificante por meio de zimograma de atividade.

Avaliacdo da temperatura Otima e da estabilidade térmica do complexo
(enzima-polimero).

Estudo catalitico do complexo (Enzima-polimero) para a reacdo de
transesterificacdo do 6leo de soja a biodiesel via rota etilica.
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Estudo para otimizacdo das melhores condi¢cbes de sintese utilizando o

delineamento experimental tipo Box-Behnken, e
Andlise da quantidade de ésteres obtida mediante Cromatografia em camada

delgada e Cromatografia de fase Gasosa.
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4 Procedimentos experimentais

4.1 Materiais e Métodos

Para a preparacdo das microesferas de PVA foram utilizados os seguintes
reagentes quimicos: alcool polivinilico (peso molecular de 78000 Da e grau de
hidrolise de 86,5-89,5%) e peroxido de benzoila (pureza minima de 99%) obtidos da
Vetec Quimica Fina (Brasil); terc-Butanol, hidroxido de sodio e acetato de vinila
(grau de pureza minimo de 99%) obtidos da Merck Brasil e sulfato de sédio 99,0%,
obtido da Sigma Aldrich.

A enzima lipase utilizada foi a PALATASE 20000L (soluc¢éo liquida, tamanho
molecular 31.600 dalton, pl 3.8, 5% em peso de proteina enzimética ativa e 200000
U/g obtido pela Sigma-Aldrich), que é uma lipase purificada a partir de Rhizomucor
miehei 1,3 especifico, produzida por fermentacdo submersa de um Aspergillus
oryzae geneticamente modificado.

Para a imobilizacdo da lipase em microesferas de PVA foi utilizado tampéao
fosfato (0,05M pH 7,0), preparada a partir de fosfato monobasico de sodio e fosfato
dibasico de sédio (grau de pureza minimo de 99%), obtidos da Sigma Aldrich. Para a
determinacdo da quantidade de proteina imobilizada foi utilizado reagente Bradford
obtido da Sigma Aldrich. Os reagentes utilizados para a determinacao da atividade
enzimatica foram 4-nitrofenil palmitato, triton X-100, &lcool isopropilico e carbonato
de sédio obtidos da Sigma Aldrich.

Para a producédo de biodiesel foi utilizado 6leo de soja refinado, contendo
0,5% em massa de acidos graxos livres e 1% de agua obtida a partir de Cargill Oll

Company (Brasil) e etanol anidro (Sigma-Aldrich, 99,8%).
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4.2 Sintese de microesferas de PVA (4, 12 e 25 Molar)

As microesferas de PVA foram sintetizadas de acordo com processo
previamente descrito por Semenzim et al.(2011). Primeiramente, foram sintetizadas
microesferas de PVAc, e em seguidas as mesmas foram submetidas ao processo de
saponificacdo, originando as microesferas de PVA. O objetivo foi sintetizar
microesferas de PVA 4 mol/L com estrutura amorfa (PVA4), em que foi utilizada uma
base alcalina de concentracdo 4 mol/L (NaOH 4 mol/L); e microesferas de PVA 12
mol/L e 25 mol/L com estruturas cristalinas (PVA12 e PVA25), em que foram
utilizadas solugdes alcalinas de NaOH nas concentragbes de 12 mol/L e 25 mol/L
respectivamente.

Na Tabela 2 estdo relacionados todos os reagentes quimicos utilizados na

sintese e sua funcéo no processo.

Tabela 2 Reagentes utilizados para a sintese de microesferas e suas funcdes

Reagente Funcéo
Agua destilada Meio de suspensao reacional
Alcool polivinilico Agente de suspenséo e estabilizante que impede

a aglutinagcdo das gotas de mondmero
Acetato de vinila Monémero do PVAc

Alcool terc-butanol Solvente orgéanico insolavel em agua adicionado
com o mondmero

Peroxido de Benzoila Iniciador da reacdo através da formacgdo de
radicais livres

Sulfato de s6dio (Na,SOy) Promove a disperséo das microesferas
Hidréxido de sdédio (NaOH) em diferentes Base utilizada para a hidrélise alcalina das

concentracdes (4, 12 e 25 mol/L) microesferas de PVAc, transformando-as em
PVA

A sintese tipica foi preparada seguindo as seguintes etapas:

Etapa 1: Sintese de microesferas de PVAc

Em um balédo de fundo redondo, equipado com condensador e sob atmosfera
de nitrogénio, uma solugéo de A (0,07 g de alcool polivinilico), dissolvido em 100 mL
de agua destilada foi lentamente aquecida até 70°C, e mantido a esta temperatura
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durante 60 minutos com agitacdo constante (350 rpm). Depois de 60 minutos, 1 g de
peréxido de benzoila foram adicionados a solugcéo A, e 2 minutos mais tarde, uma
solugdo de B (25 ml de acetato de vinila dissolvido em 25 ml de terc-butanol) foi
também adicionada a solugéo A. A reacao foi mantida sob agitacdo durante 4 horas,

resultando em microesferas de poli (acetato de vinila) (PVACc).

Etapa 2: Hidrélise alcalina das microesferas de PVAc

Apés as 4 horas de agitacdo, a temperatura da reacao foi reduzida para 35°C.
Em seguida, foi adicionado a reacdo descrita na etapa 1, 20 mL de uma solucéo
salina de (Na SO, 0,1g/mL). Logo em seguida, 100 mL de solu¢cdes de NaOH com
diferentes concentracbes (4 mol/L, 12 mol/L ou 25 mol/L) foram adicionados
lentamente com o auxilio de uma bureta as reacdes. A reac¢do foi mantida sob
agitacdo continua (200 rpm) “overnight” a 35°C. Em seguida, os produtos finais
foram filtrados e lavados véarias vezes com agua destilada. Por fim, as microesferas
foram colocadas em agua destilada e congeladas (-20 ° C) durante 12 horas.

Os produtos finais foram liofilizados (Liofilizador Liotop L101), antes da

caracterizagao fisico-quimica.

4.3Imobilizac&o de lipases em microesferas de PVA

A imobilizacao da lipase foi realizada utilizando todas as microesferas de PVA
preparada na sec¢ao 4.2.

Foi realizado um pré - tratamento com as microesferas de PVA, utilizando um
método descrito por (Lee, D. H., Kim, J. M. et al., 2006). Neste trabalho, Lee et al
(2006) enfatizou o pré-tratamento com 6leo de soja, a fim de permitir que os acidos
graxos se liguem ao sitio ativo antes de imobilizacdo, prevenindo assim que o
polimero interaja com residuos de aminoacidos importantes relacionados a catalise.
A técnica de imobilizacdo utilizada foi adaptada a partir (Dizge, Keskinler et al.,
2009).

Em um baldo de fundo redondo, foi preparada uma solucéo 1:20 de enzima
lipase (5,87mg/ml) / tampéao de fosfato (0,5 M; pH 7,0) e nesta solugcéo adicionou-se
10 mg de 6leo de soja. Esta mistura foi incubada a 37°C durante 30 minutos sob

agitacao constante (250 rpm). Posteriormente, 1g de microesferas de PVA (diametro
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de 106 a 500um) foram adicionados a solucéo inicial. O experimento foi mantido a
temperatura ambiente durante 25 horas com agitacao suave (250 rpm).

O material resultante foi centrifugado a 7280g por 2 minutos e, em seguida, o
sobrenadante foi retirado e submetido a reacdo de Bradford (ver adiante item 4.4) e
a atividade enzimatica determinada pela hidrolise do palmitato de p-nitrofenila (ver
adiante item 4.5).

A enzima imobilizada foi entdo lavada com tampé&o fosfato (0,05M; pH 7), e os
complexos Enzima-polimeros foram liofilizados (Liofilizador Liotop L101) e
armazenados a temperatura de -20 ° C até a utilizacdo. Os complexos Enzima-PVA
resultantes foram denominados: Enzima-PVA4, Enzima-PVA12 e Enzima-PVA25.

4.4Determinacdo de proteina imobilizada — Reacao de Bradford

A concentracdo da proteina imobilizada foi determinada através deste método
(Bradford, 1976). A concentracdo de enzima adsorvida na microesfera PVA, Pg

(mg/qg), foi calculada utilizando a seguinte Equacgéao 1:

CoV,o— €4V

pg=—""—"T ()

Equacédo 1 Determinacgé&o de proteinas por Bradford.

Onde:

Co é a concentracao de proteina inicial (mg / mL),
Cf concentracéo da proteina do filtrado (mg / mL),
Vo, o volume inicial da solucao de lipase (mL),

Vf o volume de filtrado (mL) e,

W é o peso do suporte PVA utilizado (g).

Em uma experiéncia tipica, 950uL de reagente Bradford foi adicionado a um
eppendorf, e esta solugéo foi misturada com 50 uL da fase sobrenadante (ver secéo
4.3). Ap6s 20 minutos, as amostras foram medidas num espectrofotdmetro utilizando

um comprimento de onda de 595nm.
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4.5Determinacdo da atividade enzimatica pela hidrélise do palmitato de p-

nitrofenila

O ensaio para determinacdo da atividade enzimatica da lipase foi realizada
pelo método descrito por Winkler & Stuckman (1979) e modificado por Krieger
(1995). Este método foi utilizado para se quantificar a atividade enzimatica do
complexo imobilizado, da microesfera pura (sem enzima imobilizada) e da enzima
livre. Também foi quantificada a atividade lipolitica da enzima remanescente no
sobrenadante produzido na imobilizagédo. (ver item 4.3) Esta metodologia baseia-se
na hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) que é convertido em p-nitrofenol de
coloracdo amarela e quantificado por espectofotometria a 410 nm (Figura 15)
(Winkler e Stuckmann, 1979), (Krieger, 1995).

Figura 15 Reacgdo de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila por lipases. Fonte: (Winkler e Stuckmann,
1979), (Krieger, 1995)

De acordo com este método, uma solucédo de p-NPP (3 mg/mL) foi preparada
em alcool isopropilico (solu¢do A). Outra solucdo (solugcdo B) composta por 2% de
Triton X-100, diluido em tampdo de fosfato (0,05 M; pH 7) foi preparada. Em
seguida, 1mL de solucdo A foi adicionado a 9mL de solucdo B (Solucdo A+B). A
amostra a ser quantificada foi preparada com a adicdo do complexo (imobilizado ou
puro) a 100 uL de tampéo fosfato (pH 7; 0,05 M) e homogeinizado em agitador

vortex. Para determinacdo da atividade da enzima livre ou da enzima remanescente
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gerado na imobilizacdo, também foi preparada uma solucdo diluida em tampé&o
fosfato (0,05 M; pH 7). Em 900 puL da solugéo de substrato (Solugéo A + B) foram
adicionados 100 uL da amostra preparada previamente, em seguida, a mistura foi
incubada a 37°C em banho termostatizado. Apés 1 minuto, foi adicionado 150uL de
paralisador (Carbonato de sodio 0,1M + 5% de triton X-100), em seguida a amostra
foi colocada em banho de gelo a fim de paralisar a reacao. O p-nitrofenol liberado foi
quantificado espectrofotometricamente (410 nm) e as medidas foram realizadas em
triplicatas.

Uma unidade (U) de atividade de lipase é a quantidade de enzima necessaria
para produzir 1 umol de produto por minuto em condi¢des otimas de ensaio. A
atividade enzimética especifica € o niumero de Unidades de enzima por miligramas
de proteina (U/mg-enzima).

A atividade enzimética da enzima, U, foi calculada de acordo com a Equacéo

U— ({Abs XVt
T \lexXe xT

Equacédo 2 Determinacéo da atividade enzimatica

} x 103) x D (2)

U = Unidade de atividade enzimatica que é expressa em U/mL ou U/mg, no
gual uma unidade de atividade é definida como a liberacdo de 1 umol de p-nitrofenol
liberado a partir de p-NPP/mL.min dentro das condi¢des do ensaio;

Abs = absorbancia da amostra a 410nm;

Vi = Volume total da reacéo (mL);

Xe = Volume da solucéo da enzima (mL) ou massa da enzima imobilizada;

g = Coeficiente de Extingdo Molar (8,03x10%L.mol™*.cm™, pH 7);

T = Tempo de Incubacgéo;

10° = Fator de correcdo da unidade de &

D = Diluicdo da amostra, se houver.
4.6 Zimogramas de atividades

Os ensaios de zimograma de atividade foram realizados pelo Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada localizada no Instituto de Biociéncias, Letras e

Ciéncias Exatas de S&o José do Rio Preto (Unesp).
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4.6.1 Zimograma na atividade de hidrdlise

Foi realizado um zimograma em eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), utilizando um gel de poliacrilamida a 13% e
um gel de empilhamento a 5%, utilizando tamp&o de corrida tris-glicina pH 8,8 (sem
SDS). As amostras foram misturadas numa razdo 1:1(v.v') com um tampdo de
amostra composto por tampao Tris/HCl a 0,1 mol.L™%, pH 8,0, glicerol a 20%, azul de
bromofenol e agua ultrapura. Aliquota de 20uL dessa mistura foi aplicada no gel.
Apos a corrida, o gel foi lavado com tampéo Tris/HCI pH 8,0 contendo 2,5% de triton
x-100, por 30 min.

Para a deteccdo de lipases hidroliticas o gel foi previamente equilibrado em
tamp&o fosfato 0,1 mol.L* a pH 7,0 por 30 min e posteriormente incubado na
solugéo contendo a- e 3 acetato de naftila e corante fast blue, até o surgimento das

bandas.
4.6.2 Zimograma baseado na atividade de esterificagao.

Esta metodologia foi modificada a partir do trabalho de Kwon et al. (2011). Foi
utilizado um gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 13% e gel de empilhamento a 5%,
as amostras foram aplicadas nas mesmas condigbes citadas no item 4.6.1.
Posteriormente & corrida, o gel foi lavado com duas solugfes tampao Tris/HCI a 25
mmol.L-1 pH8,0, uma contendo 2,5% e outra contendo 1% de triton X-100. O gel
também foi submetido a uma lavagem com 2-propanol a 20% por 20 min. e
equilibrado no tampao Tris/HCI a 25 mmol.L-1 por 10 min. Para a deteccao das
lipases com atividade de esterificacdo o gel foi incubado por 24 horas a 30°C em
uma solucdo contendo &cido oleico (1,5% v.v-1) e dodecanol (1,5% v.v-1)
emusificados em tampao Tris/HCI a 25 mmol.L-1 pH8,0 (Kwon, Kim et al., 2011).

A presenca da enzima foi verificada pela formacdo de uma banda com

precipitado de coloracéo escura que corresponde a precipitacao do éster formado.
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4.7 Caracterizacéo fisica das microesferas de PVA/PVAc

As microesferas de PVA e os complexos imobilizados foram caracterizados
por DRX, MeV, ATR-FT-IR, CPMAS **C, RMN #Na e Potencial Zeta.

4.7.1 Difracdo de Raios X (DRX)

Os padrdes de DRX das particulas sintetizadas foram coletados utilizando um
difratbmetro Rigaku RotaFlex RU200B (Toquio, Japdo) com uma fonte de anodo
rotativo com uma placa plana na geometria de Bragg-Brentano, operando com
radiacdo Cu-Ka (comprimento de onda = 1,5418 A) A 50 kV e 100 mA, e equipado
com um monocromador de grafite. Os padrbes de difracdo em p6 foram registados
na faixa de 26= 5-80 ° com um passo de digitalizacdo de 0,02° e uma taxa de 10

s/step.
4.7.2 Microscopia eletrénica de varredura (MeV)

As imagens de Microscopia eletronica de varredura (MeV) foram registrados
utilizando um instrumento Phillips XL30 FEG, operando com um feixe de elétrons
regulavel para tensdes de 5 a 25 kV. Antes das analises, um revestimento fino de

ouro foi depositado sobre as amostras.

4.7.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com
Refletancia Total Atenuada (ATR-FTIR)

Os espectros de ATR-FTIR foram coletados por meio de um Smart Orbit ATR
(Thermo Scientific) com acessorio de diamante e um espectréfotometro Nicolet 6700
(Thermo Scientific) equipado com um detector DTGS. Todas as amostras foram
analisadas por 64 vezes na capacidade de resolucdo espectral de 4 cm™ entre
4000cm™ e 500cm™,



67

4.7.4 Ressonancia magnética nuclear

As medidas de RMN foram realizadas utilizando um espectr6fometro Bruker
DMX operando a intensidade de campo de 7.05T, portanto uma frequéncia de
ressonancia de 75,4 MHz para *C e 79,38 MHz para **Na (300 MHz para 1H),
usando uma sonda de 4mm (MAS). O CP/MAS foi fixado utilizando a ressonancia
Br de KBr. Aproximadamente 100mg de cada amostra foram acondicionados num
rotor de Zircbnia com tampas de Kel-F e centrifugou-se a 10 kHz, a temperatura
ambiente.

13C RMN: os espectros de RMN de *C CPMAS foram adquiridos com dois
impulsos de fase modulada (TPPM) protdes dissociagdo com 75 kHz de intensidade
de campo. A largura de pulso de 90 ° para *H foi de 3,6 Is com um tempo de contato
de 1 m/s, tempo de atraso de 5 s, 20.000 varrimentos, 4096 pontos de dados e 30
kHz de largura espectral. Os desvios quimicos foram dadas em relacdo ao
tetrametilsilano (TMS), usando uma amostra externa de solidos glicina (carbonilo a
176,5 ppm) para *C como uma referéncia secundaria.

Na RMN: a largura de pulso curto seletiva foi de 1,6 mS (1 / 6) com um
tempo de atraso de 2s aplicadas para permitir um equilibrio térmico. Foram
realizados 50.000 scans rendendo 8192 pontos de dados e 50 kHz de largura
espectral. Uma linha Lorentziana ampliacdo de 20 Hz foi aplicada aos dados. Os
desvios quimicos foram dadas em relacdo a uma solucdo de NaCl 0,1 M como uma

referéncia secundaria.
4.7.5 Potencial zeta

Para a determinacdo dos potenciais zeta foi utilizado um Zetasizer Nano ZS
90 (Malvern Instruments, Worcester Shire, Reino Unido). A condutividade foi
determinada usando o mesmo instrumento. Para a medi¢do, 0s suportes puros e

imobilizada foram dissolvidos em agua destilada a uma concentracdo de 1 mg/mL.
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4.8Producdo de Biodiesel utilizando os complexos imobilizados (Enzima-
PVA4, Enzima-PVA12 e Enzima-PVA25) e enzima livre

A transesterificacdo do 6leo de soja a biodiesel foi realizada utilizando como
catalisadores os complexos Enzima-PVA produzidos conforme descrito no item 4.3.

Antes da reacéo, foi necessario adicionar cerca de 1 mL de tampéao fosfato
(0,05M; pH 7) para a ativacédo do suporte. Segundo Klibanov (1979), para a enzima
manter sua conformacdo, um minimo de agua é necessario para ativa-la (Klibanov,
1979).

As reacdes de transesterificagcdo com os complexos Enzima-PVA (Enzima-
PVA4, Enzima-PVAl12 e Enzima-PVA25) foram realizadas utilizando uma razao
molar 6leo/etanol de 1.6, a 37°C durante 48 horas sob agitacdo constante. A
guantidade de complexo (diametro de 500-106um) utilizada foi de 4% em massa em
relacdo ao 6leo de soja. O etanol foi adicionado a mistura em quatro etapas (Oh, 6h,
12hs e 24hs) para evitar a inativacdo da enzima. Depois da reagao, os produtos
resultantes foram separados por centrifugacdo a 7280 g por 5 minutos. Este
procedimento para a sintese de biodiesel a partir de d6leo vegetal foi adaptado de
(Dizge e Keskinler, 2008).

Para demonstrar a especificidade da enzima ao substrato e verificar sua
sinergia quando imobilizada no suporte, uma quantidade 6tima experimental de
enzima obtida através de sucessivas reacfes (3,71 mg; 153U) foi utilizada como
catalisador nas seguintes condi¢des: razdo molar O:E 1.6 a 37°C. Esta mesma
quantidade de enzima foi imobilizada no suporte PVA25 (ver item 4.3), e em seguida
o complexo imobilizado foi utilizado como catalisador para a sintese de biodiesel.
Além disso, a massa de enzima imobilizada foi calculada e utilizada na mesma
guantidade, porém na sua forma livre. O complexo Enzima-PVA25 foi escolhido para
este experimento por apresentar uma melhor atividade enzimatica em comparacgao

com os outros complexos (ver adiante item 5.6).

4.9Utilizagdo do planejamento experimental de Box Behnken para a otimizagéo

da producao de biodiesel

Apods a selecdo do biocatalisador mais ativo na reacéo de transesterificacéo ,

foi realizada a otimizacdo da reacéo por delineamento experimental pelo método de
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Box-Behnken, devido ao fato deste modelo exigir uma quantidade muito menor de
experimentos quando comparado com outros métodos, tais como o método fatorial
(Charoenchaitrakool e Thienmethangkoon, 2011). Este modelo consiste em um
planejamento experimental utilizado para procedimentos de otimizagdo, pela
repeticdo do ponto central, para se medir a variabilidade experimental, e mais um
conjunto de pontos fatoriais ancorados no ponto central definindo a regido de
interesse (Box e Behnken, 1960).

O método foi aplicado utilizando como catalisador o complexo Enzima-PVA25
gque apresentou uma melhor atividade enzimatica quando comparado aos outros
complexos. Foi investigado o efeito da temperatura reacional (x1), a razdo molar
Oleo: etanol (O:E) (x2) e a quantidade de catalisador (x3) no rendimento de ésteres
etilicos. As outras condicbes experimentais utilizadas foram as mesmas para as
reacOes do item 4.8. Um total de 15 experimentos foi necesséario para estimar os
coeficientes do modelo. O planejamento estatistico e a andlise de dados foram
realizados utilizando o software Minitab 16, obtendo assim os coeficientes de
regressao, as variancias e as curvas de contornos.

Em um sistema envolvendo varidveis independentes, a relagdo matematica
de resposta destas variaveis com a formacéo de ésteres pode ser aproximada pela
equacao polinomial quadratica. A férmula do modelo € mostrada na equacgéo

Equacéao 3):

Equacédo 3 Férmula do modelo experimental do tipo Box-Behnken

,onde Y representa a resposta prevista para o rendimento de ésteres etilicos, xi e Xij
sdo variaveis independentes, po € o modelo da constante e Bi, Bii, Bij sao
coeficientes de regresséao e € é o erro.

O delineamento experimental, ou seja, os limites superior e inferior da
temperatura (°C), razdo molar O:E (mol. Mol-*) e quantidade de catalisador (% em

peso em relacao ao 6leo) sdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 Variaveis para o planejamento experimental do tipo Box-Behnken

Variaveis -1 0 +1
Temperatura 33°C 37,5°C 42°C
Raz&o molar O:E 1:3 1:6 1:9
Quantidade de catalisador 4,5% 5,5% 6,5%

4.10 Anédlise do Biodiesel

4.10.1 Anélises por Cromatografia de Camada Delgada (TLC)

O biodiesel obtido nos experimentos foi submetido a andlise cromatogréfica
para a determinacdo do teor de ésteres etilicos. Primeiramente, foi realizada uma
analise por cromatografia em camada delgada (TLC) com base num procedimento
descrito por (Yang, Sohn et al., 2009). Um volume (100uL) da mistura reacional foi
retirado e misturado com 500 uL de hexano por 2 min. Apds a separagcao por
centrifugacdo, 3 uL do sobrenadante foram aplicados a uma placa de silica gel. Em
seguida, a placa foi introduzida cuidadosamente em uma cuba de vidro fechada
(camara) contendo uma mistura de solvente hexano/acetato de etila/acido acético
(90:10:1). Apl6s a corrida do solvente, as placas foram secas e mergulhadas na
solucdo de revelacdo, metanol/acido sulfurico (1:1), e finalmente aquecidas em

temperatura de 200°C e analisadas.

4.10.2 Analises por Cromatografia Gasosa do Teor dos Esteres Etilicos

A quantificacdo do teor de éster em amostras de biodiesel foi realizada no
CEMPEQC (Centro de Monitoramento e Pesquisa da Qualidade de Combustiveis,
Biocombustiveis, Petroleo e Derivados) localizado no Instituto de Quimica - Unesp
de Araraquara. As andlises foram realizadas em triplicada, de acordo com EN 14103
(Determinacdo dos ésteres totais e éster metilico de &cido linolénico) em um
cromatografo de fase gasosa Shimadzu GC 2010 com detector de ionizacdo de
chama (GC-FID). O cromatégrafo foi configurado com injetor em modo de divisdo
acoplado ao amostrador automatico AOC 5000 para amostras liquidas. A norma

européia EN 14103 estabelece as condicdes cromatograficas utilizadas na
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guantificacdo de ésteres de acidos graxos: volume de injeccdo da amostra = 1 ml
dividida, = 1:20, injetor e as temperaturas do detector = 250°C, temperatura do forno
= isotérmica 210°C, pressdo do gas de arraste hélio = 83kPa, devido a "split" ou
ajustadas para visualizar claramente o pico do padrao de metilo C24: 1.

Devido a dificuldades de visualizar claramente o pico do padrdao metilico
C24:1, sob condic¢bes isotérmicas, neste estudo, a condi¢céo isotérmica do forno foi
substituido por condigbes de temperatura programadas. 120°C durante 2 minutos,
taxa de aquecimento de 10°C/min até uma temperatura de 180°C, onde se manteve
por trés minutos, a taxa de aquecimento de novo de 5°C /min até 240°C onde
permaneceu durante 10 minutos. Esta modificacdo foi validada com o Material de
Referéncia Certificado (NIST SRM 2772). A coluna utilizada foi um capilar Restek-
Carbowax 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 milimetros de

espessura de fase estacionaria.

4.10.2.1 Quantificacéo de ésteres

A quantificacdo do percentual de ésteres etilicos presente no biodiesel foi
realizada da seguinte maneira: 20 mg/mL de uma solucdo padrdo estoque de
miristato de metila (C14:0) e nervonato de metila (C24:1) foram preparados,
enquanto que os padrées heptadecanoato metilico e etilico foram preparados em
solugbes padréo estoque de 10 mg / mL. PadrBes de ésteres etilicos C14:0 e C24:1
foram usados para identificar o intervalo de integracdo. Além disso, utilizou-se o
éster metilico (C17:0) como padrao Interno (IS). O conteudo de ésteres foram
obtidos através da integracdo das areas de pico variam de C14:0 a C24:.0 e

subtraindo area heptadecanoato, como mostrado na Equagéo 4:

C x 100

_ X A)— A y CisXVis
AIS m

Equacéo 4 Quantificagdo de ésteres

Onde:
Y. A = soma das areas de todos os picos que vao desde C14:0 a C24.0.
A;s =area Cl7:01S

C;s = concentracao (mg/mL) da solucdo C17:0.



Vs = volume da solugéo de C17:0 adicionado a amostra

m = massa da amostra (mg).
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5 Resultados e Discussdes
5.1Caracterizacao das microesferas de PVA por Difracdo de Raio-X e MEV

As microesferas preparadas (PVA4, PVA12 e PVA25) foram caracterizadas
por difragao de raio-X, antes da imobilizacao (Figura 16). A reacdo de saponificagao
realizada com solucéo alcalina de NaOH 4 mol/L resultou em particulas poliméricas
cujo o padrao de DRX foram caracterizados por picos de difracdo de Bragg bem
largos nas regides 286 = 7-30°. A auséncia de picos de difracdo de Bragg bem
definidos e intensos, nessas amostras, revela a sua natureza amorfa. Quando a
concentracdo da solucédo alcalina é aumentada (12 e 25 mol/L), o padréo de difracéo
do raio-X das particulas poliméricas resultou em um espectro totalmente diferente. O
caso mais consideravel ocorreu em amostras preparadas com uma solucdo de
NaOH 25 mol/L, uma vez que o padrdo de difracdo apresentou quatro diferentes
picos de difracdo de Bragg com os valores de 20 iguais a 11,5°, 19,5°, 23,0° e 40,5°.

As reflexdes mais fortes do PVA cristalino ocorrem em 20 = 19.4° e 20.1°;, essas

reflexdes correspondem a superposicdo das reflexdes equatoriais (10i) e (101),
respectivamente (Semenzim, Basso et al., 2011).

A amplitude e o formato do pico da amostra (PVA25) indica claramente que
este material € mais cristalino quando comparado as outras amostras (PVAl12 e
PVA4). A andlise dos dados mostrou fortes evidéncias de que a estrutura do
polimero alterou conforme o aumento da concentracdo de NaOH usado durante o

processo de saponificacao.
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Figura 16 Padréo de difracdo de raios X das amostras de microesferas de PVA (PVA4, PVA12 e PVA25)
antes da imobilizacdo

A Figura 17 mostra as micrografias originadas a partir de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), em que foi possivel produzir imagens de alta
resolucdo das amostras, para em seguida avaliar a sua estrutura superficial. No item
A da Figura 17, é possivel observar a superficie da microesfera PVA4 antes da
imobilizacdo em dois aumentos. Também € possivel avaliar a superficies das

amostras PVA12 e PVA25 (item B e C), ambas em dois aumentos.
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Figura 17 Microscopia eletronica de Varredura (MeV) das microesferas antes da imobilizagdo: a) PVA4; b)
PVA12; c) PVA25

A amostra PVA4, antes da imobilizacdo, é caracterizada por uma superficie
lisa e irregular. Na amostra PVA12 pode ser visualizado um grande numero de
estruturas tipo “scaffold”. Na microesfera PVA25 este tipo de estrutura foi observada,
porém em maior niumero e melhor defini¢ao.

Na Figura 18, € possivel observar a amostra de PVA25 depois da
imobilizagdo em dois aumentos (mesmo aumento observado na Figura 17). Neste
caso observa-se uma distribuicdo aparentemente homogénea da enzima atraves da
microesfera, em que todos 0s espagos anteriormente livres, foram completamente

preenchidos com a enzima.
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Figura 18 Microscopia eletrénica de Varredura (MeV) da amostra Enzima-PVA25

5.2Temperatura e estabilidade enzimatica

Em um bioprocesso industrial utilizando enzimas, a termoestabilidade se torna
essencial. Deste modo, o estudo do comportamento da enzima em funcdo da
temperatura é muito importante para caracterizacdo do catalisador enzimatico. A
taxa de reacdo aumenta em funcédo da temperatura, contudo quando a temperatura
otima da enzima € ultrapassada ocorre a inativacdo enzimatica. Altas temperaturas
afetam significamente a estrutura terciaria da enzima e, consequentemente, a
estabilidade do complexo enzima-substrato. Imobilizacdo de enzimas em suportes €
a forma mais comum de se aumentar a estabilidade da estrutura terciaria da enzima
(Han, Han et al., 2009). O aumento da estabilidade tem sido associado a rigidez da
estrutura, o que previne seu desdobramento e evita a conformacgao inativa da
proteina (Pizarro, Branes et al., 2012).

5.2.1 Efeito daimobilizacdo na temperatura 6tima da enzima

Neste estudo, os testes de atividade enzimatica foram realizados
primeiramente com a lipase livre de Rhizomucor miehei com a temperatura variando
de 36 a 52°C. A curva de atividade enzimatica, (Figura 19), mostra que a atividade
maxima da enzima livre na hidrélise do substrato pNPP encontra-se na faixa de 42-
44°C. A partir de 45°C foi observado uma reducéo da atividade enzimatica. Ao passo
gue quando atingida a temperatura de 50°C uma grande quantidade de enzima foi
inativada. Estes resultados sdo consistentes com os resultados anteriormente
descritos na literatura para a temperatura 6tima da enzima de Rhizomucor miehei

(45°C; pH 8,0). Também foi observado um decréscimo na atividade enzimatica
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guando a temperatura ultrapassou os 45°C (Moskowitz, Cassaigne et al., 1977). A
atividade enzimatica foi realizada conforme descrito no item 4.5.

As atividades cataliticas da enzima também foram medidas nas formas
imobilizadas, a fim de avaliar se a imobilizagdo das enzimas nas microesferas de
PVA afeta a temperatura Otima da enzima. Os ensaios para a determinacdo da
influéncia da temperatura na atividade catalitica dos biocatalisadores preparados
foram realizados em quatro diferentes faixas de temperatura (37, 44, 49 e 52°C) de
acordo com os pontos mais importantes obtidos com a enzima na sua forma livre. Os
resultados mostraram um perfil semelhante ao obtido com a enzima livre, nao
apresentando nenhum efeito na temperatura Otima da enzima. Assim como
aconteceu com a enzima na forma livre, houve uma diminuicdo de atividade
catalitica quando a temperatura excedeu a temperatura 6tima da enzima. Por a
enzima estar ligada ao suporte por adsorcdo fisica, provavelmente a superficie

externa, 0 comportamento da enzima livre é similar a sua forma imobilizada.

Figura 19 Efeito da temperatura na atividade enzimatica da lipase de Rhizomucor miehei livre e
imobilizada em diferentes suportes de PVA. a) Enzima livre; b) Enzima-PVA4; c) Enzima-PVA12; d)
Enzima-PVA25

5.2.2 Estabilidade térmica na enzima

A estabilidade térmica da lipase de Rhizomucor miehei foi também
estudada para enzima livre e para os complexos imobilizados. Os experimentos
foram realizados a 44°C, temperatura 6tima encontrada experimentalmente para
lipase de Rhizomucor miehei (item 5.2.1). Os experimentos foram realizados em

seis intervalos de tempo diferentes (0, 60, 120, 180, 240 e 300 minutos) para a
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enzima livre e em quatro intervalos de tempo diferentes (0, 60, 180 e 300
minutos) para os complexos Enzima-PVA.

A Figura 20 mostra o perfil de estabilidade térmica para a enzima livre e
para 0s complexos Enzima-PVA (Enzima-PVA4, Enzima-PVAl2, Enzima-
PVAZ25). Pode-se notar que, ap6s 60 minutos, a atividade de enzima livre
diminuiu, e em seguida, manteve-se até ao fim do experimento.

N&o houve diminui¢do na atividade enzimatica nos complexos imobilizados
(Enzima-PVA12, Enzima-PVA25), ambos mostraram o0 mesmo comportamento
em todo o experimento. I1sso significa que a imobilizagdo aumentou a estabilidade
térmica da enzima em comparacdo a sua forma livre, com excecdo da Enzima-

PVA4 que também apresentou acentuada perda de atividade enzimética.

Figura 20 Estabilidade enzimética em 44°C da lipase livre de Rhizomucor miehei e da imobilizada em
diferentes suportes de microesferas de PVA a) Enzima livre b) Enzima-PVA4 c) Enzima-PVA12 d) Enzima-
PVA25

Noureddini et al (2005) também estudaram a estabilidade da enzima lipase de
Pseudomonas cepacia imobilizada em um suporte hidrofébico preparado pela
técnica sol-gel. A enzima imobilizada foi inicialmente incubada a 35°C durante até 72
horas, em seguida foi utilizada como catalisador na reacédo de transesterificacao.
N&o foi observada nenhuma alteracdo na atividade catalitica da enzima imobilizada
incubada. A formacdo de ésteres metilicos com o catalisador incubado a 24, 48 e
72h foi praticamente o mesmo do catalisador sem incubacdo prévia. Segundo o
autor, aparentemente a conformacdo estavel da lipase € similar ao da ativagao
interfacial ocorrida devido a interacdo da enzima a superficie do polimero. Interacdes

fisicas e quimicas, tais como ligagdes de hidrogénio e interacdes ibnicas,
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provavelmente podem ser responsaveis pela estabilidade térmica melhorada da

enzima imobilizada (Noureddini, Gao et al., 2005).
5.3Analises de ATR-FTIR das microesferas de PVA e do complexo Enzima-PVA
5.3.1 ATR-FTIR das microesferas de PVA4, PVA12 e PVA25

Na saponificacdo da amostra de PVA4 foi utilizada uma solucéo alcalina com
menor concentracdo (ver item 4.2), por isso a hidrélise do PVAc foi baixa,
consequentemente a estrutura do PVA4 é similar a do PVAc. O espectro da amostra
de PVA4 (Figura 21) mostra as principais bandas de absor¢éao dos diferentes grupos
funcionais presentes no material. Resultados similares foram descritos na literatura.
As principais bandas de PVAc no infravermelho, com seus comprimentos de onda e
seus respectivos grupos funcionais sdo as seguintes: no comprimento de onda de
2925 cm™ (Estiramento C-H), em 1730 cm™ (Estiramento C=0), em 1376 cm™
(Dobramento (CH)-R-CH3) e em 1130 (Estiramento C-O-C) (Selvasekarapandian,
Baskaran et al., 2006; Okada, Kawanobe et al.,, 2011). As principais bandas
presentes no PVA, conforme descrito na literatura sdo: em 3550-3200 cm™
(Estiramento OH...OH), em 2900-2700 cm™ (Estiramento C=H), em 1650-1630 cm™
(Dobramento OH...OH), em 1461-1417 cm™ (Dobramento (CH) — CH,), em 1141
cm™ (Estiramento C-O) (Stuart, 2004; Okada, Kawanobe et al., 2011).

A Figura 21 mostra todos os espectros de ATR-FTIR das amostras de
microesferas antes da imobilizacdo (PVA4, PVA12 e PVA25), com seus respectivos
aumentos para uma melhor visualizacdo das principais bandas. Cabe ressaltar que
este aumento foi escolhido, pois nesta regido (2000 a 1250 cm™) encontram-se 0s
grupamentos amida da enzima lipase visualizados apés a imobilizacdo da enzima no

suporte.
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Figura 21 Espectros de ATR-FTIR das microesferas de PVA antes da imobilizacdo a) PVA4 b) PVA12 c)
PVA25 e seus aumentos naregidao amida (regido entre 2000-1250 cm'l) (auséncia do pico da amida).

E importante notar que somente a amostra PVA25 possui uma banda de
absorcado na regigo de 1650 cm™ (Dobramento OH...OH), mesma banda presente na
enzima, correspondente a regido da amida I. Além disso, somente esta amostra
possue uma banda em 1560 cm™. Segundo Ibrahim et al. (2005), esta banda é
formada quando um metal (Sodio) se liga ao grupo COO™ ao invés de formar uma
ligacdo de hidrogénio (Ibrahim, Nada et al., 2005). Acredita-se que o sédio utilizado
no processo de saponificacdo (NaOH) estabeleca interagdes com 0s grupamentos
do PVA.

Outra andlise importante é o pico de absorcdo em 1730 cm™ atribuido ao
grupamento acetato (C=0) e presente na estrutura do PVAc (amostra PVA4). A
absorcéo presente na regido entre 3200-3550 corresponde ao estiramento do grupo
hidroxila (OH) observado na estrutura do PVA (PVA12 e PVA25). O
desaparecimento do pico do acetato na amostra de PVA4 e o aparecimento do pico

da hidroxila no PVA12 e PVA25 revela que o processo de saponificacao foi eficiente.
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5.3.2 ATR-FTIR dos complexos Enzima-PVA4, Enzima-PVA12 e Enzima-PVA25

Os espectros de ATR-FTIR de proteinas fornecem alguns “finger print” que é
caracteristico para cada substancia, neste caso presente na regido de 1200-1700
cm™. A regido de absorcdo da amida referente a lipase de RML abrange trés grupos
de espectros com bandas de absorcéo de infravermelho (Amida I, Amida Il e Amida
[lI) (Enriqgue Collins, Lassalle et al.,, 2011). A banda mais util para a analise da
estrutura secundaria das proteinas em meio aquoso é a banda de amida I. E
constituida por um grupo de sinais sobrepostos, que contém informacdes estruturais
importantes sobre a enzima (Stuart, 2004). A denominacdo das amidas, bem como
seus comprimentos de onda sdo as seguintes: Amida | (1600-1700 cm™), Amida Il
(1530-1550 cm™), Amida Ill (1400-1200 cm™) (Dong, Jones et al., 2006; Branan e
Wells, 2007; Baujard-Lamotte, Noinville et al., 2008; Enrique Collins, Lassalle et al.,
2011).

Na Figura 22 podem ser observados todos os espectros de ATR-FTIR das
amostras de microesferas apés a imobilizacdo (Enzima-PVA4, Enzima-PVA12 e
Enzima-PVA25) com o0s seus respectivos aumentos para uma melhor visualizacéo
das principais bandas. Cabe ressaltar que este aumento foi escolhido, pois nesta
regido (2000 a 1250 cm™) encontram-se os grupamentos amidas da enzima lipase

imobilizados no suporte.
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Figura 22 Espectros de ATR-FTIR das microesferas de PVA ap6s da imobilizagcdo a) Enzima-PVA4 b)
Enzima-PVA12 c) Enzima-PVA25 e seus aumentos na regido amida juntamente com a enzima livre (regido
entre 2000-1250 cm'l) (presenca do pico da amida)

Ao imobilizar a enzima no suporte, importantes alteracdes estruturais sao
observadas. E nitida a presenca em todas as amostras da banda de absor¢éo da
amida | (regido por volta de 1650). (Figura 22)

Apoés a imobilizagdo, a enzima manteve a maior parte de sua estrutura nos
complexos Enzima-PVA12 e Enzima-PVA25. O fato de que n&o existirem diferencas
significativas nas posic¢oes, intensidade das bandas, e na area de absor¢cdo de
amida |, sugere fortemente que, quando a lipase é adsorvido a estas microesferas,
nao alteram 0 seus principais componentes estruturais. No entanto, 0 mesmo nao
ocorreu para o complexo Enzima-PVA4. Neste caso, existem grandes alteracdes na

estrutura de folha-, principalmente na regido de absorcédo da amida |.
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5.4Ressonancia magnética nuclear de 3C e *Na.

Em virtude da complexidade de estruturas moleculares, a investigacdo das
moléculas e macromoléculas no estado solido requer boa resolucdo espectral. Os
deslocamentos quimicos no espectro de RMN s&o muito sensiveis a estrutura e
conformacdo da molécula, as interacdes intermoleculares, a troca quimica e as
mudancas de conformacado. Por estes motivos, a Ressonancia Magnética Nuclear do

estado sélido € uma espectroscopia muito util ao estudo de polimeros. (Silva, 2005)

5.4.1 Espectros de *C CPMAS NMR das microesferas de PVA e dos

complexos enzima-polimero

Espectros de *C CPMAS NMR das microesferas de PVA puras (PVA4,
PVAl12 and PVA25) podem ser visualizados na Figura 23. Estes espectros sao
similares aos que foram reportados por (Semenzim, Basso et al., 2011). A amostra
de PVA4 apresenta dois picos caracteristicos para a esquerda e para a direita com
os valores dos desvios quimicos de aproximadamente 171 e 21 ppm,
respectivamente, e estes dois picos podem ser atribuidos ao PVAc de acordo com a
literatura (Terao, Maeda et al., 1983; Wang, Cheung et al., 2001; Lubach, Padden et
al., 2004; Semenzim, Basso et al., 2011). O espectro de **C CPMAS NMR do PVAc
(PVA4) no estado solido apresenta quatro desvios quimicos distintos e bem
caracterizados de aproximadamente: 40, 67, 171 e 21 ppm; enguanto que para
o PVA (PVAl12 e PVA25) existem trés desvios quimicos distintos de
aproximadamente 77, 71 e 65 ppm (Lubach, Padden et al., 2004; Semenzim,
Basso et al., 2011). Segundo Semenzim et al (2011), pode-se concluir que os dois
picos largos na regiao 30-80 ppm s&o uma sobreposi¢ao de pico dos deslocamentos
quimicos do PVAc e do PVA, indicando uma mistura de dois polimeros.

Segundo dados da literatura, os desvios quimicos 77, 71 e 65 ppm
observados para o PVA sdo originados a partir da ligacdo de hidrogénio intra e
intermolecular do carbono CH aos grupos hidroxilas. O desvio quimico em 77 ppm é
atribuido ao carbono CH com duas ligacfes de hidrogénio intramoleculares, com os
grupos hidroxilas. O desvio quimico de 71 ppm é atribuida ao carbono CH com uma
ligacdo de hidrogénio intermolecular com o grupo hidroxila, enquanto que o desvio

quimico associado a 65 ppm ndo esta atribuido ou ligado a qualquer ligacdo de
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hidrogénio com os grupos hidroxila pertencente a regido de ligacbes cruzadas
(Semenzim, Basso et al., 2011). Um modelo teérico das ligacdes de hidrogénio

presente nestas estruturas poliméricas é mostrado na Figura 24.
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Figura 23 Espectros de 3¢ CPMAS NMR das microesferas de PVA antes da imobilizagdo a) PVA4 b)
PVA12 c) PVA25




85

Pico Il (65 ppm)

\ H, H, H, H,
Av AN A A/

CH CH CH CH CH
OH HO O HO (‘)H Ligag¢do de Hidrogénio Intramolecular
.. \ .‘

: M |
H. . H_ H_LH

o o o Yo o

v Y ¥ 1
CH CH CH CH CH
- T\c c ’ g N

Ligagdo de Hidrogénio Intermolecular

Ho| Hy| Hy | H2

Pico Il (71 ppm) Pico | (77 ppm)

Fonte: Semenzim etal, 2011

Figura 24 Modelo teérico das ligag6es de hidrogénio no PVA. Fonte: (Semenzim, Basso et al., 2011)

Na Figura 25 podem ser visualizados os espectros de **C CPMAS NMR dos
complexos Enzima-PVA apé6s a imobilizacdo (Enzima-PVA4, Enzima-PVA12, e
Enzima-PVA25). A imobilizacdo da enzima sobre o suporte polimérico ndo induziu
nenhuma modificacdo estrutural significativa, uma vez que os espectros de °C-
CPMAS RMN dos complexos Enzima-PVA foram semelhantes aos espectros de **C-
CPMAS RMN dos polimeros puros.

Uma possivel explicacdo para este comportamento pode ser devido ao fato
de que a técnica néo ser suficientemente sensivel para detectar pequena quantidade

de enzimas imobilizadas nos suportes poliméricos.
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Figura 25 Espectros de "*C CPMAS NMR das microesferas de PVA ap6s a imobilizacdo a) Enzima-PVA4 b)
Enzima-PVA12 c) Enzima-PVA25
5.4.2 Espectros de #®Na-MAS-NMR das microesferas de PVA e do complexo

Enzima-polimero

Os dados de **Na-MAS-NMR para ambos os suportes poliméricos puros
(PVA4, PVA12 e PVA25) e os complexos Enzima-PVA (Enzima-PVA4, Enzima-
PVA12 e Enzima-PVA25) mostram diferengas muito significativas (ver Figura 26 e
Figura 27). Deslocamentos quimicos observados para as amostras PVA4 (7,30 ppm,
-7,55 ppm), PVA12 (0,50 ppm, -7,80 ppm) e PVA25 (-2,57 ppm, -10,44 ppm) estao
associados a ambientes de sodio diferentes. De acordo com a literatura trés
espécies de ions sddio foram identificados em redes poliméricas: isolados (5,0 a 7,5
ppm), totalmente hidratados (0 a -2,5 ppm) e agregados (-12 a -23 ppm) (Ellen Moc,
Thatcher Wr et al., 1994; Ellen Moc, Thatcher Wr et al. 1995).

Com base na literatura, o deslocamento observado para PVA4 pode ser
atribuido ao fon sédio isolado (7,30 ppm). E interessante notar que o deslocamento

quimico associado ao ion sédio hidratado e agregago estd ausente no espectro
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“’Na-MAS-RMN de PVA4. Deslocamentos quimicos de -2,5 ppm (PVA25) pode ser
atribuido aos ions sodio hidratados. Deslocamentos quimicos associados com a
presenca de ions sédio isolados ndo foram observados para as amostras de PVA12
e PVA25 (Figura 26).

Figura 26 Espectros 23Na-MAS-NMR das microesferas de PVA antes da imobilizacdo a) PVA4 b) PVA12 c)
PVA25

Dados de #Na-MAS-RMN para os complexos Enzima-PVA indicam
claramente que a imobilizacdo da enzima Rhizomucor miehei sobre a superficie da
particula polimérica causou grandes alteracbes no ambiente de sodio da rede
polimérica. A Figura 27 mostra o *Na-MAS-RMN do complexo Enzima-PVA4 e
revela quatro desvios quimicos distintos em 4,78, 1,00 e -5,54, -13,85 ppm. Deve-se
notar que os ions soédio isolados observados para a PVA4 puro desapareceram,
indicando que a enzima de alguma forma interagiu com os ions de sddio isolados. E
possivel que todos os ions de sodio existentes no complexo Enzima-PVA4 estédo sob
a forma de ions de sodio hidratado ou agregados. O complexo Enzima-PVA12
revelou oito deslocamentos quimicos em 0,95, -3,58, -6,02, -15,79, -47,86, -55,28, -

74,42, -90,45 ppm, enquanto que a enzima PVA25 revelou sete deslocamentos
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guimicos em 0,49, -6,23, -12,96, - 21,19, -25,18, -74,06, -90,76 ppm (Figura 27).
Estes novos deslocamentos quimicos indicam que a enzima interage com os ions de
sbédio da rede polimérica, por consequéncia, criando novos ambientes complexos.
Embora a atribuicdo correta de todos os deslocamentos quimicos observados para a
amostra de Enzima-PVA12 e Enzima-PVA25 ndo é uma tarefa simples, é aceitavel
afirmar que os Unicos dois ambientes possiveis para a existéncia de ions de sédio
nesses dois complexos sédo sob a forma de espécies hidratadas ou agregadas (Ellen
Moc, Thatcher Wr et al., 1994; Ellen Moc, Thatcher Wr et al. 1995).

Figura 27 Espectros 23Na-MAS-NMR das microesferas de PVA apés da imobilizagdo a) Enzima-PVA4 b)
Enzima-PVA12 c) Enzima-PVA25

5.5Potencial Zeta das microesferas puras e imobilizadas

Alguns polimeros contém superficies hidrofilicas (polares), como grupos
carboxilas, hidroxilas, aminas e fosfatos em sua superficie que sdo capazes de criar

um potencial eletrostatico. Geralmente estes grupos sdo empregados na
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investigacdo da interacdo entre proteina e suporte. Variando o grau de
hidrofobicidade/hidrofilidade devido a alteracdo da composi¢do quimica da superficie
do polimero, automaticamente envolve variacdo na interagdo entre suporte-proteina
(Mikhaylova, Dutschk et al., 2007).

As particulas em uma solucdo geralmente carregam uma carga elétrica. Os
grupos quimicos presentes nas superficies das particulas podem se ionizar e,
consequentemente, produzir uma superficie ionizada. A quantidade de carga na
superficie da particula € uma caracteristica importante, uma vez que determina as
propriedades das particulas em solugcdo. O Potencial Zeta refere-se ao potencial
eletrostatico gerado pelo acumulo destes ions na superficie da particula (ou coléide)
organizada em uma dupla camada elétrica constituida pelo Stern layer e pela regiao
difusa (Tudorachi e Chiriac, 2011).

A Figura 28 apresenta os dados de potenciais zeta das microesferas antes da
imobilizagéo e dos complexos imobilizados.

As microesferas antes da imobilizacdo apresentaram uma superficie
carregada negativamente, além disso, o potencial zeta variou de acordo com a
concentracdo de NaOH utilizado na reacdo de saponificacdo. Os potenciais zeta
para as particulas antes da imobilizacdo foram as seguintes: PVA4 (-23.2mV);
PVA12 (-20.4mV); PVA25 (-8.84mV). Uma possivel explicagdo para o menor
potencial eletrostatico observado para a amostra PVA25 em comparacdo com as
outras, seria, provavelmente, devido ao fato da grande quantidade de ions sédio
presentes na rede polimérica que compensa o0s ions hidroxilas pertencente a
microesfera, e, portanto, diminuindo o potencial da superficie eletrostatica.

ApoOs a imobilizacdo, houve um aumento das cargas negativas na superficie
de todos os complexos imobilizados em comparacdo com as microesferas puras:
Enzima-PVA4 (-38.70mV), Enzima-PVAl12 (-31mV), Enzima-PVA25 (-28.90mV)
(Figura 28).
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Figura 28 Dados de Potencial Zeta (mV) das microesferas puras e imobilizadas

A distribuicdo do potencial eletrostatico de superficie da lipase de RML foi
calculada no Laboratério de Cristalografia de Proteina da Universidade de Sao Paulo
(Figura 29). Foi observado um dominio de cargas negativas (em vermelho) e em
menor quantidade cargas positivas (em azul).

Certamente as cargas negativas da enzima possam ter contribuido para
tornar o potencial eletrostatico do complexo imobilizado ainda mais negativo. E
possivel que a interacdo entre suporte e enzima possa ser devido ao
estabelecimento de ligacles eletrostaticas entre cargas de aminoacidos residuais da
enzima com grupos funcionais pertencentes a microesfera, assim como descrito por
(Macario, Giordano et al., 2007).

Figura 29 Distribui¢cdo do potencial eletrostatico da superficie da enzima RmL, baseado em sua estrutura
cristalografica (4TGL); vermelho indica superficie de potencial eletrostatico negativo e azul indica
superficie de potencial eletrostatico positivo
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5.6Eficiéncia da imobilizacédo de lipase em microesferas de PVA

A quantidade de lipase imobilizada no suporte (item 4.4) e a atividade
enzimatica do complexo e da solugdo remanescente (item 4.5) foram investigadas.

A quantidade de proteina imobilizada na amostra de Enzima-PVA4 foi
(0,03mg de enzima /g de suporte) seguida pela Enzima-PVA25 (0,029mg de enzima
/g de suporte) e Enzima-PVA12 (0,024mg de enzima /g de suporte). (Figura 30) N&o
foram observadas variacdes da quantidade de enzima imobilizada para os trés
suportes, portanto ndo existe uma correlagdo entre a estrutura da microesfera com a
capacidade de imobilizacdo da enzima na matriz polimérica. Isto também sugere que
a lipase esteja adsorvida somente na superficie do polimero.

Figura 30 Relacdo entre a massa de enzima imobilizada (mg) pela massa do suporte (g) pela reagdo de
Bradford

Em relacéo a atividade enzimatica do complexo imobilizado, verificou-se uma
atividade lipolitica extremamente elevada na amostra de Enzima-PVA25 (149,15
U/mg de enzima) enquanto que a amostra Enzima-PVA12 apresentou (67,23 U/mg
de enzima), seguida pela Enzima-PVA4 (6,13 U/mg de enzima). A massa média da
enzima imobilizada foi calculada e, em seguida, a atividade enzimética da enzima
livre foi medida utilizando a mesma quantidade, apresentando uma atividade de 11,6
u/mg.

A atividade enzimatica das amostras de microesferas antes da imobilizacao
(PVA4, PVA12 e PVA25) também foi realizada. Neste caso ndo foi observado

atividade em nenhuma das trés amostras.
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De fato neste sistema, podemos afirmar que existe uma potencializacdo da
atividade catalitica quando a enzima € imobilizada no suporte PVA12 e PVAZ25,
sendo mais acentuada com enzima adsorvida no suporte PVA25. (Figura 31) Estas
diferencas na atividade enzimatica estdo de acordo com os dados de ATR-FTIR
(item 5.3), em que nos espectros das amostras de Enzima-PVA12 e Enzima-PVAZ25,
a enzima manteve a maior parte de sua estrutura (ver Figura 22). Os principais
componentes estruturais da lipase néo sao alterados ao serem adsorvidos nestes

suportes, porém o0 mesmo nao ocorreu no complexo Enzima-PVA4.

Figura 31 Atividade enzimatica do complexo polimero-enzima (U/mg de enzima) a) Enzima-PVA4 b)
Enzima-PVA12 ¢) Enzima-PVA25

Em relacdo a atividade lipolitica da enzima remanescente no sobrenadante
produzido na imobilizacdo, foi observado que a atividade da lipase presente na
solugcdo pertence a Enzima-PVA4 permaneceu elevada (21,7 U/ml de enzima),
seguido pela Enzima-PVA12 (13,01 U/mL de enzima) enquanto que para o
complexo Enzima-PVA25 houve uma consideravel reducéo (6,39 U/mL de enzima).
(Figura 32) Foi também realizada a medida da atividade enzimatica da enzima livre

apresentando uma atividade lipolitica de (28,01 U/mL de enzima).
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Figura 32 Atividade enzima remanescente na solucdo (U/mL de enzima remanescente) a) Enzima livre b)
Enzima-PVA4 c) Enzima-PVA12 d) Enzima-PVA25

A alta concentracdo de cations sodio presente na saponificacdo das
microesferas PVA25 pode ter contribuido para a inibicdo da enzima livre presente na
solucéo remanescente. Isto também foi observado com a enzima PVA12, porém a
reducao foi intermediaria.

Acredita-se que o0 excesso de ions sodio originados por lixiviagcdo da amostra
de Enzima-PVA25 possa ter sido disperso na solucdo, afetando a enzima livre
restante, o que diminuiu sua atividade. A etapa de saponificacdo também foi
realizada com a Enzima-PVA12, porém a concentracdo de NaOH foi menor, e por
isso houve uma inativacdo intermediaria. Ao passo que na solucdo de Enzima-
PVA4, uma baixa concentracdo de NaOH foi utilizada, portanto menos ions sddio

presente na solugcdo e menos perda de atividade enziméatica.

5.7 Zimograma baseado na atividade de hidrolise e de esterificacdo da lipase
de RML

Com o objetivo de verificar se a lipase de RML apresentava atividade
hidrolisante ou esterificante, foi realizado zimogramas de atividade. A Figura 33
apresenta um zimograma de atividade de hidrélise (a) e de esterificacdo (b). Uma
banda principal com uma massa molecular em torno de 23 - 30 kDa foi observada no
zimograma de atividade hidrolitica (Figura 33a). De fato foi observada atividade de
hidrolise no ensaio de atividade enzimatica (item 4.5) que consistiu na hidrolise de

palmitato de p-nitrofenila.
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Para detectar a atividade de esterificacdo na enzima lipase de RML, foi
realizado um zimograma utilizando acido oleico e dodecanol como substratos
(Figura 33b). As bandas escuras que foram obtidas na regiao de 23 - 31 kDa (regiao
préxima ao observado no zimograma de hidrélise), o que revela que a enzima
purificada foi ativa para este tipo de substrato. Nota-se que em ambos zimogramas,
a lipase utilizada apresenta uma pequena quantidade de impureza, pois uma banda
eletroforética, cuja a massa molecular estimada foi da ordem de 40 kDa pode ser
observada. Assim, pode-se afirmar que a lipase utilizada nos ensaios apresenta
tanto atividade hidrolilica quanto de esterificacdo dependendo do tipo de substrato,
porém a atividade hidrolitica € mais perceptivel por apresentar uma banda

eletroforética mais escura.
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Figura 33 Zimogramas obtidos a partir da atividade de hidrolise (a) e de esterificagdo (b) juntamente com
o marcador molecular (M)

5.8Producéao de Biodiesel

Foram realizadas reagfes de transesterificacdo do 6leo de soja via rota etilica

catalisada pela lipase na forma imobilizada.
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Primeiramente, foi realizada a analise por Cromatografia em camada delgada
(TLC) para as amostras Enzima-PVA4, Enzima-PVAl2 e Enzima-PVA25. Os
resultados revelaram que houve uma conversdo significativa de 6leo de soja em
biodiesel na reacdo em que foi utilizada o complexo Enzima-PVA25 como
catalisador. Houve uma producéo intermediaria com o complexo Enzima-PVA12 e

nao houve conversao significativa com a amostra Enzima-PVA4 (Figura 34).

Figura 34 Dados de TLC. Producé&o de Biodiesel a) Enzima-PVA4 b) Enzima-PVA12 c) Enzima-PVA25

Andlises de cromatografia gasosa também foram realizadas para todas as
amostras. As reacOes catalisadas utilizando os complexos imobilizados Enzima-
PVA4, Enzima-PVA12 e Enzima-PVA25 resultaram num rendimento de 1,7%, 40,7%
e 66,3%, respectivamente, de ésteres etilicos produzidos sob as mesmas condicdes.
Observa-se que o complexo Enzima-PVA25 apresentou um melhor desempenho
guando comparado aos outros suportes (Enzima-PVA12 e Enzima-PVA4). (Figura
35)
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Figura 35 Producéo de ésteres etilicos (%) por cromatografia gasosa a) Enzima-PVA4 b) Enzima-PVA12 c)
Enzima-PVA25

Para demonstrar a especificidade da enzima ao substrato e verificar sua
sinergia quando imobilizada no suporte, uma quantidade 6tima experimental de
enzima (3,71 mg; 153U) foi utilizada como catalisador, nas mesmas condi¢des das
reacoes realizadas. Uma conversao de 89% em ésteres etilicos foi observada, o que
demonstra sua especificidade. A mesma quantidade de enzima utilizada nesta
reacao foi imobilizada em microesferas de PVA25, e posteriormente, quantificada
pela reacédo de Bradford (item 4.4) resultando em uma imobilizacdo de 23% (0,016
mg de enzima/g de suporte). O complexo imobilizado obtido foi, em seguida,
utilizado como catalisador na reacdo de transesterificacdo nas mesmas condi¢cdes
das demais reacdes, em que resultou em uma conversdo de 62% em ésteres
etilicos. A mesma gquantidade de enzima imobilizada no suporte foi posteriormente
utilizada como catalisador na sua forma livre, obtendo uma converséo de 13%. Esta
significante diferenca de rendimento entre a enzima livre (13%), o complexo Enzima-
PVA25 (62%) e a auséncia de atividade enzimatica no suporte puro (item 5.6) indica

claramente uma sinergia muito interessante para este sistema (ver Figura 36).



97

Figura 36 Producédo de ésteres etilicos (%) por cromatografia gasosa a) Enzima livre (total) b) Enzima-
PVA25 c) Enzima livre (quantidade imobilizada)

Estudos de imobilizacdo em diversos sistemas poliméricos como, por
exemplo: imobilizacdo de lipase de Aspergillus oryzae em matriz polimérica de
copolimeros de estireno-divinilbenzeno (STY e DVB) (Yucel, Demir et al., 2011);
imobilizacdo de lipases de diversas fontes em poliproprileno macroporoso (Salis,
Pinna et al., 2008); e imobilizac&o lipase de Thermomyces lanuginosus em espumas
de poliuretano (Dizge e Keskinler, 2008), embora tenham demonstrado aumento da
estabilidade das enzimas e 6timo desempenho na producdo de biodiesel, ndo

reportaram ocorréncia de efeitos sinergisticos em seus sistemas.

5.9Planejamento experimental de superficie de resposta tipo Box- Behnken

Foram realizados 15 ensaios com 3 repeticbes do ponto central variando
parametros que influenciam a reacéo de transesterificacdo, como a temperatura (T),
razdo molar (O:E) e quantidade de catalisador (C).

A Tabela 4 mostra a matriz de planejamento de Box-Behnken com as trés
variaveis, juntamente com a porcentagem de rendimento obtido em ésteres etilicos.
Os coeficientes de regressao e as constantes sdo mostrados na Tabela 5, estes
foram obtidos através do software MINITAB 16 que preveu o modelo quadratico para

o rendimento de ésteres etilicos.
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Tabela 4 Matriz de planejamento experimental com os rendimentos de ésteres etilicos

Ensaio Variaveis Rendimento de
Temperatura Razao Quantidade de ésteres etilicos (%)
(°C) 6leo:etanol catalisador (%)
(mol. Mol?)

1 33 1.6 6,5 63,07

2 33 1:9 5,5 57,00

3 37,5 1.3 4,5 79,50

4 37,5 1:3 6,5 86,34

5 42 1.3 5,5 68,04

6 42 1.6 4,5 59,81

7 37,5 1.6 5,5 68,80

8 33 1:6 4,5 59,14

9 37,5 1:9 4,5 55,50

10 37,5 1:9 6,5 58,62

11 37,5 1:6 5,5 69,92

12 33 1:3 5,5 61,57

13 37,5 16 55 70,50

14 42 1.9 55 56,50

15 42 1.6 6,5 77,31

Tabela 5 Valores de p do modelo quadratico completo determinado para as variaveis

Termos Valor de p
T (Temperatura) 0,281
O:A (Razao 6leo: etanol) 0,011
Q (Quantidade de catalisador) 0,129
™T 0,077
O:A*O:A 0,575
Q*Q 0,528
T*O:A 0,593
TQ 0,317
O:A*Q 0,773

R2 = 84,73%, R2(adj) = 57,24%, p do Falta de ajuste 0,012

A precisdao do modelo polinomial pode ser avaliada pelo coeficiente de
determinacdo (R?) (Liao e Chung, 2011). Este coeficiente informa para os dados de
reacao catalitica que 84,73% da variacdo no rendimento de ésteres etilicos podem
ser explicados pelo modelo (Tabela 4). O valor do coeficiente de determinacao
ajustado (R? adj. = 57,24%), também suporta a significancia do modelo. Os valores
de p séo utilizados como ferramenta para avaliar o significado de cada um dos
coeficientes, que, por sua vez, sdo necessarios para compreender o padrao das
interacBes entre as melhores variaveis (Lin, Li et al., 2012). Caso o valor de p para o
modelo for menor do que 0,05, uma relacdo estatisticamente significativa entre a
resposta e a variavel selecionada com um nivel de confianca de 95% € observado.

Isto indica que a regresséo é estatisticamente significativa (Singh, Birla et al., 2012).
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A falta de ajuste mede a inadequacdo do modelo nas variagcbes das respostas.
Neste caso, foi menor que 0,05 (0,012), assim ha evidéncias de que o modelo néo
explicou adequadamente as variagcdes de respostas. Apesar da significativa falta de
ajuste aos dados, a aplicagdo deste modelo foi satisfatoria, isto porque a condi¢do
otima foi alcancada e razoavelmente ajustado para a variavel de otimizacéo.

Considerando o efeito linear, somente a razao molar (O:E) com p = 0,011 foi
significativa no aumento do rendimento de ésteres etilico. Isto é, a variagdo da razédo
molar O:E influencia no rendimento de ésteres etilicos.

O maior rendimento na formacdo dos ésteres foi obtido na condicdo de
reacdo com razdo molar O:E de 1:3, utilizando a maior quantidade de catalisador
6,5% (% em peso em relacdo ao 6leo) a 37,5°C, sendo o rendimento de 86,34% de
biodiesel.

Na literatura constam alguns relatos a respeito da eficiéncia da utilizacao de
uma baixa razdo molar O:A para a producédo de biodiesel. Segundo Verdugo et al
(2011) a otimizacdo realizada pela metodologia de superficie de resposta mostrou
gue a melhor razdo molar O:E para a reacdo de producado de biodiesel foi 1:3.4. Na
transterificacdo enzimatica do 6leo de canola via rota metilica, Yucel et al (2011)
encontrou a melhor condicdo para a producdo de ésteres, utilizando uma razao
molar de 1:4. Charpe et al (2011) observaram que na transesterificacdo enzimatica
obteve uma melhor conversdo em ésteres quando utilizou uma razdo molar de 1:3.
Segundo este autor, em reacdes catalisadas por compostos alcalinos, uma alta
razdo molar O:A aumenta a conversao de ésteres, isto porque o alcool em excesso
desloca o equilibrio para a produgdo do biodiesel. No entanto, uma diminuigcdo na
conversao em reacOes com alta razdo molar O:A foi observado em transesterificacao
enzimatica, possivelmente devido a inibicdo da lipase pelo alcool.

O gréfico de contorno (contour plot) descrito pelo modelo de regressao é
apresentado nas Figura 37 e Figura 38 mostram os efeitos das varidveis na
producédo de biodiesel. A interacdo entre a razao molar O:E e temperatura na sintese
de ésteres etilicos sado apresentados na Figura 37. O efeito da razdo molar sobre a
producao de biodiesel foi significativo. Foi observado que o aumento da razdo molar
diminui a producdo de ésteres etilicos. Isto pode ser explicado pela inativacdo do

sitio ativo da lipase pelo alcool na reagéo de transterificagéo (Li e Yan, 2010).
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Figura 37 Curva de contorno do efeito da razdo molar 6leo: etanol (mol.Mol™) e temperatura (°C) sobre a
converséo de ésteres etilicos utilizando 5,5% (% p/p) de catalisador

O efeito da interacdo entre razdo molar O:E e quantidade de catalisador
foram mostrados na Figura 38. Foi observado que a baixa razdo molar juntamente
com a maior quantidade de catalisador foi determinante para a produgédo de
biodiesel e que maximo rendimento em ésteres foi alcancado para os ensaios

conduzidos com maxima concentracao de enzima (6,5% em massa).
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Figura 38 Curva de contorno do efeito da razio molar O:E (mol.Mol™) e quantidade de catalisador (%)
sobre a conversédo de ésteres etilicos a uma temperatura de 37,5°C.
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6 Possiveis interpretagcbes para o aumento da atividade enzimética dos

complexos Enzima-PVA25 e Enzima-PVA12

O aumento da atividade enzimatica nos complexos Enzima-PVA12 e Enzima-
PVA25 pode ser atribuido a interagdo dos residuos de aminoécidos da enzima com
0S grupos presentes na superficie das microesferas. Esta adsorcdo promoveu uma
alteracdo na estrutura da enzima, conduzindo a uma forma mais ordenada e,
aparentemente, conferiu uma geometria mais adequada para a imobilizagdo da
lipase.

Por outro lado, o PVA4 possui a superficie recoberta principalmente pelo
grupo acetato. A enzima ao interagir com este suporte bloqueia a regidao do sitio
ativo, o que evita o0 acesso do substrato. Segundo Salis et al (2008), o processo de
imobilizacdo pode levar a inativacdo de certa fracdo da molécula de lipase devido a
distorcdo causada pela interacdo entre enzima e polimero (Salis, Pinna et al., 2008).

Herrgard et al (2000) identificou uma rede eletrostatica importante que
incluem os residuos dos seguintes aminoacidos: Serl44, Asp203, His257, His143,
Tir260, Tir28, Arg80 e Asp9l (numeracdo de residuos de aminoacidos pertencente
ao RML (Figura 39)). Esta rede eletrostatica consiste nos residuos pertencentes a
triade catalitica (Serl44, Asp203, His257); residuos localizados na proximidade do
sitio ativo (Tir260); residuos que estabilizam a configuragdo adequada do sitio ativo
(Tir28, His143), e de residuos localizados na tampa (Asp91) ou perto da primeira
articulacao (Arg80). De acordo com os estudos, os residuos localizados na tampa
(Asp91) e na primeira articulacdo (Asp80) estdo associados com a ativagao
interfacial de lipases, que ocorre quando o “lid” abre-se através da rotacdo em torno
de duas regides de dobradica. A estabilizacdo da enzima na sua conformacao
aberta esta relacionada com a interacdo eletrostatica entre os residuos Arg86 e
Asp61, Aspl13 e Glull7 (Herrgard, Gibas et al., 2000). Provavelmente sdo estes 0s

residuos que participam da interacdo com o polimero.
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Figura 39 Representacdo esquematica da lipase de RML na conformacado fechada (A) e aberta (B). Os
residuos que formam a rede electrostatica e alguns outros residuos chaves sédo representados. Fonte:
(Herrgard, Gibas et al., 2000)

Assim sendo, € possivel que a Arg-86 (arginina com carga positiva) se
interaja com os grupos hidroxilas presentes na superficie dos polimeros de PVA25 e
PVA12 (Figura 40), através de um mecanismo de interagdo eletrostatica, como
relatado por (Macario, Giordano et al., 2007), assim a enzima seria imobilizada em
sua confirmacao aberta e ativa. Os dados de ATR-FTIR e os altos rendimentos de
ésteres etilicos obtidos com estes complexos estdo de acordo com esta afirmacao
(ver itens 5.3.2 e 5.8). Ao mesmo tempo, € possivel que, devido ao fato da superficie
de PVA4 ser dominada por grupos acetatos, a interacdo deste suporte polimérico
com a enzima poderia ocorrer com aminoacidos residuais que nao estabilizariam a

enzima na sua conformacao aberta e ativa.
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Figura 40 Representacdo esquematica da estrutura de RmL mostrando o fechamento e a abertura da
tampa nas formas: 1) Selvagem (3TGL); 2) Ativa (4TGL). A) Elementos de estrutura secundaria
mostrando o enovelamento comum as lipases. B) Representacdo da superficie de potencial eletrostatico
mostrando a distribuicdo de cargas da proteina na forma fechada e aberta.

Outro fato interessante s@o as alterag@es significativas no ambiente de sédio
observado na rede polimérica ao imobilizar a enzima (item 5.4.2). Estas alteracdes
mostram claramente que foram estabelecidas novas interacbes entre a matriz e a
enzima que culminou na alteracédo drastica do nucleo de sddio principalmente nos
complexos Enzima-PVA12 e Enzima-PVA25. A diferenca que para esses complexos
(Enzima-PVA12 e Enzima-PVA25) a alteracdo na estrutura da enzima foi favoravel
ao acesso do substrato, ao contrario do complexo Enzima-PVA4.
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Conclusoes

O principal objetivo deste trabalho foi a sintese de um suporte & base de PVA

para a imobilizacdo de lipase de RML e sua utlizagdo na reagdo de

transesterificacdo do 6leo de soja para a producdo de biodiesel via rota etilica.

Inicialmente, foram sintetizadas e caracterizadas microesferas de PVA (4, 12 e 25

mol/L) e utilizadas como matriz de imobilizacdo para lipase de RML. Os resultados

foram os seguintes:

Resultados observados na difracdo de Raio-X mostraram que quanto
maior a concentracdo de base utilizada na saponificacdo da
microesfera, maior a sua cristalinidade (PVAl12 e PVAZ25). Baixa
concentragédo de solugdo alcalina resulta em microesfera de estrutura
amorfa (PVA4). PVA25 foi considerado mais cristalino, pois apresentou
picos mais intensos e mais bem definidos.

Dados de MEV revelaram que microesferas de estruturas cristalinas
(PVA12 e PVA25) possuem estruturas tipo “scaffold”. PVA4 (estrutura
amorfa) apresentou uma superficie lisa e irregular com auséncia total
dos “scaffold”.

A imobilizacdo enzimatica em microesferas de estruturas cristalinas
(PVA12 e PVA25) resultou em aumento da estabilidade térmica, exceto
para a amostra PVA4 que, do comeco ao fim dos experimentos,
apresentou uma baixa atividade.

Em relagdo a quantidade de enzima imobilizada, ficou evidente que
nao existe uma correlacdo com a estrutura (cristalina ou amorfa), pois
a capacidade de imobilizag&do nos trés suportes foi proxima.

Dados de andlises de ATR-FTIR das microesferas puras mostraram
bandas caracteristica para o polimero: grupo acetato (1730 cm™) em
PVA4 e hidroxilas (3550-3200 cm™) em PVA12 e PVA25. Ao imobilizar
a enzima, foi observada, nas amostras Enzima-PVA12 e Enzima-
PVAZ25, a presenca de banda na area de absorcdo de amida I, o que
sugere que a lipase é adsorvida a microesferas, além disso, ndo ha
alteracdo nos principais componentes estruturais da enzima. O mesmo

nao ocorreu com o complexo Enzima-PVA4; neste caso, existem
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alteracdes estruturais devido a sobreposicdo das bandas do
grupamento acetato com a regido de absorcao da amida I.

e Os deslocamentos observados nos espectros de **Na-MAS-NMR para
ambos 0s suportes poliméricos puros e complexos Enzima-PVA
mostraram diferencas significativas. Os dados indicaram que a
imobilizacdo causou alteragbes no ambiente de sodio da rede
polimérica, o que levou ao estabelecimento de novas interacdes entre
polimero e enzima. Os deslocamentos quimicos apds a imobilizacao
indicam que enzima de alguma forma interagiu com os ions sédio.

e Segundo dados de zimograma de atividade, pode-se afirmar que a
lipase utilizada nos ensaios apresenta tanto atividade hidrolilica quanto
esterificacdo dependendo do tipo de substrato, sendo a atividade
hidrolitica mais evidente.

e Os suportes cristalinos (PVA12 e PVA25) exibiram uma maior atividade
enzimatica quando comparado a enzima imobilizada no suporte de
estrutura amorfa (PVA4) que apresentou uma baixa atividade. Estes
resultados foram confirmados com o rendimento de ésteres etilicos:
Enzima-PVA25 (66%), Enzima-PVA12 (40,7%) e Enzima-PVA4 (1,7%).

e Em relagdo ao planejamento experimental de superficie de resposta do
tipo Box-Behnken, a melhor condicdo de reacgao foi obtida com uma
razdo molar O:E de 1:3, quantidade de catalisador 6,5% a 37,5°C,
alcancando um rendimento de 86,34%.

De fato, pode-se observar que os resultados deste estudo foram satisfatérios.
A imobilizacéo de lipase de RML em suporte polimérico resultou em um aumento da
estabilidade térmica, dificultou a desativacdo, além de ter melhorado a atividade
enzimatica do catalisador.

O principal objetivo em imobilizacdo de enzima foi obter um biocatalisador
com atividade e estabilidade que ndo sejam afetados durante o processo, em
comparacao a sua forma livre. De maneira ideal, a enzima imobilizada devera exibir
uma atividade catalitica superior. De acordo com os dados apresentados neste
trabalho, o complexo Enzima-PVA25 atingiu 0 objetivo proposto como catalisador
para a reacdo de transesterificacdo do Oleo de soja a esteres etilicos de acidos

graxos.
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8 Perspectivas

Para dar continuidade ao estudo realizado, recomendam-se a seguinte etapa:

e Estudos para a utilizacdo de forma repetida ou continua do mesmo
catalisador, para que possam ser realizadas sucessivas reacdes com a
mesma matriz, para determinacdo do tempo de vida util de cada
catalisador;

¢ Determinacado da area superficial dos suportes preparados pelo método
de BET,;

¢ Realizacdo dos testes de estimativa das condi¢cbes de preparacéo do
suporte sobre a hidrobicidade por adsorcéo de corantes hidrofobicos.
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