CAROLINE OLIVEIRA DA ROCHA

Nanoparticulas magnéticas como suporte para imobilizacéo de lipases

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Quimica, Universidade Estadual Julio de
Mesquita Filho como parte dos requisitos
para obtencdo do titulo de Mestre em
Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Fernando Costa Marques

Araraquara
2016



FICHA CATALOGRAFICA

Rocha, Caroline Oliveira da
R672n Nanoparticulas magnéticas como suporte para
imobilizagao de lipases / Caroline Oliveira da Rocha -
Araraquara : [s.n}, 2016
57 f.:iL

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Instituto de Quimica
Orientador: Rodrigo Fernando Costa Marques

1. Nanoparticulas. 2. Lipase. 3. Biodiesel. 4. Enzimas
imobilizadas. 5. Biocatalise. 1. Titulo.

Elaboragéo: Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentagdo do Instituto de Quimica
Secdo Técnica de Aquisigdo e Tratamento da Informacéo




DADOS CURRICULARES

Endereco profissional: Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho,
Instituto de Quimica de Araraquara, Departamento de Fisico-Quimica

Rua Professor Francisco Degni, n° 55, Quitandinha, Araraquara, 14800-900,
SP — Brasil.

Telefone: (16) 3301-7636  E-mail: carolnine@ig.unesp.br

Formacao académicaltitulacao

2014 — 2016: Mestranda em Quimica. Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho, UNESP, S&o Paulo, Brasil.

Titulo: Nanoparticulas magnéticas como suporte para imobilizacdo de
biocatalisadores.

Orientador: Rodrigo Fernando Costa Marques

Bolsista da: Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior.

2009 — 2013: Graduacédo em Bacharelado em Quimica. Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Sao Paulo, Brasil.

Titulo: Desenvolvimento de método analitico para determinacao de nitrito em
alimentos curados e vegetais por espectrofotometria UV-VIS e Tratamento digital de
imagens.

Orientador: Arnaldo Alves Cardoso

Formacdo complementar

2014: Intercdmbio em parceria com a ABIPE. Desenvolvimento de método
cromatografico de ions para biomarcadores de solo. Universidade Martin Luther
Halle-Wittenberg, Halle Saale, Alemanha.

Trabalhos apresentados na forma de poster

1. ROCHA, C. O.; JAFELICCI Jr., M.; MILAGRE, C. D. F.; PAULA, A. V.; MARQUES,
R. F. C. Magnetic Nanopatrticles as support for biocatalyst. In: Workshop a building
a task force on materials of life, 2015, Araraquara, SP.

2. ROCHA, C. O.; PETRUCI, J. F.; CARDOSO, A. A. Desenvolvimento e otimizacao
de método analitico para determinacao de alimentos curados por espectrofotometria
UV-vis. XXII Congresso de iniciacdo cientifica da Unesp, 2010, Araraquara, SP.



CAROLINE OLIVEIRA DA ROCHA

Dissertag8o apresentada ao Instituto  de
Quimica, Universidade Estadual Paulista.
como parte dos requisitos para obtencio do
titulo de Mestra em Quimica.

raraquara, 14 de marco de 2018

BANCA EXAMINADORA

o>F o Costa ues (Orientador)
Lo mica / UNESP / Araraquara - SP

Do Udeo @Ow\

" Areiz Veloso de Paula
2= Cigncias Farmacéuticas / UNESP / Araraquara - SP

W=z Gabriela Nogueira Campo
noia e Tecnologia / UNIFAL / Alfenas - MG




Dedico este trabalho aos meus pais Sebastido e Maria Edna pelo amor
incondicional.
Ao meu irmao Glauber pelo apoio e exemplo.
Ao meu namorado José Antbnio por estar ao meu lado em todos os momentos, por
me incentivar em momentos dificeis e comemorar em momentos de alegria.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Jatai/Jata pelo grande incentivo, confianca, amizade, pela
positividade e alegria contagiante ao ensinar e orientar, 0 que me motivou a

continuar nessa area maravilhosa da quimica.

Ao grupo do laboratorio, em especial ao Pelé, Jaime, Mantea, Taci e Caio, por
me ajudarem a me adaptar em uma nova area e pelas risadas e conversas na

salinha do laboratorio.

Aos professores que me ajudaram durante este periodo, Ariela e Massao. Em
especial a Ariela por estar sempre preocupada, pela dedicacdo e carinho. Aos

colegas de laboratorio destes professores que me ajudaram nas analises.
A CAPES pela bolsa concedida.

Ao meus pais, Sebastido e Edna, amores da minha vida, razdo da minha
existéncia. Ao meu irmao Glauber, mesmo falando pouco, sempre me apoiou em

momentos dificeis.

As minhas amigas queridas e especiais, Jana e Carla por estarem comigo em
todos os momentos, independente da distancia. A Janita em especial, minha amiga
e irma, que eu amo muito, estamos passando por mais uma fase de nossas vidas

juntas.

Ao meu namorado maravilhoso José Antdnio (O Japa), homem da minha vida,
meu grande amor, pelo apoio incondicional, sem ele ndo teria conseguido concluir

esse projeto. Obrigada literalmente por tudo, te amo.



“O correr da vida embrulha tudo.

A vida é assim: esquenta e esfria,

Aperta e dai afrouxa,

Sossega e depois desinquieta.

O que ela quer da gente é coragem...”

Grande Sertdo Veredas, Jodo Guimardes Rosa.



RESUMO

As enzimas sdo catalisadores de alto custo, sendo necesséario a imobilizagdo para
que haja a recuperacdo e a reutlizacdo tornando o0 processo viavel
economicamente. Além disso, a utilizacdo de enzimas imobilizadas permite
simplificar o modelo de reatores e o controle da reacdo. Assim, a imobilizacdo é
geralmente um requisito para a utlizagcdo de enzimas como biocatalisadores
industriais. A escolha do suporte para imobilizacdo depende das propriedades da
enzima a ser imobilizada. Suportes sélidos podem interagir com a enzima por
diferentes vias: por adsorcao, ligacdo covalente ou encapsulamento. Um importante
fator para imobilizar a enzima é que o suporte deve ser inerte e biocompativel ao
ambiente, ou seja, ndo deve interferir na estrutura nativa da proteina e nem
comprometer sua atividade biologica. Dentre as principais enzimas, as lipases
hidrolisam triglicerideos (TAG) em glicerol e &cidos graxos e por este motivo estao
na classe das hidrolases. Uma proposta de imobilizagdo destas enzimas consiste na
utilizacdo de nanoestruturas magnéticas como biocatalisadores da reacdo de
transesterificacdo para a producdo de biodiesel, devido a facilidade e a rapida
separacdo das enzimas imobilizadas, a partir da mistura reacional, usando um
campo magnético externo. As vantagens das enzimas imobilizadas em relagéo as
enzimas livres surgem da sua maior estabilidade e facilidade de separacdo, o que
acarreta economia significativa no custo global do processo, desde que o
procedimento de imobilizacdo ndo seja muito caro, haja boa recuperacdo da
atividade enzimatica e que a estabilidade operacional da enzima imobilizada seja
suficientemente longa. O uso de enzimas imobilizadas permite a retencdo do
biocatalisador no reator; elevada concentragdo de catalisador no reator permitindo
intensificar o processo; controle do microambiente da enzima; facilidade de
recuperacdo e reutilizagdo do catalisador, o que reduz os custos das enzimas;
possibilidade de ser utilizado em sistemas continuos. Utilizando a técnica de difracédo
de raios X foi possivel confirmar a fase magnetita nas sinteses propostas: método de
coprecipitacdo e em meio organico. A funcionalizacdo da superficie da NP e SP com
APTS, foi comprovado por espectroscopia na regiao de infravermelho, apresentando
bandas de —NHz. A técnica de DLS comprovou a funcionalizag&o, pelo aumento dos
diametros hidrodinamicos das amostras NP-APTS e SP-APTS comparada a NP e
SP. O ponto isoelétrico das amostras SP e SP-APTS apresentou aumento de 2,33
para 6,44. O derivado imobilizado apresentou bandas tipicas de amidas. As lipases
imobilizadas apresentaram diametros hidrodinamicos maiores que NP-APTS e SP-
APTS. Os resultados da atividade hidrolitica das enzimas suportadas foram
satisfatorios, sendo que SP-APTS-LPP apresentou maior atividade. Pela analise
termogravimétrica comprovou-se rendimento de imobilizacdo de 22,86%.
Determinou-se o pH 6timo da lipase imobilizada que mostrou maior atividade em pH
8 enquanto a LPP livre em pH 6,5. As medidas de temperatura 6tima demostrou que
o derivado imobilizado possui maior atividade que a LPP livre a 50 °C, favorecendo a
utilizacado deste suporte em processos industriais de biodiesel que opera em altas
temperaturas. Neste contexto, a sintese de suportes magnéticos porosos e a
imobilizagéo de lipases com este suporte, apresentou excelentes resultados para a
aplicacao em biocatalise na reacéo de transesterificacao para a sintese de biodiesel.

Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas. Imobilizacdo de enzimas. Biodiesel.



ABSTRACT

Enzymes are expensive catalysts, immobilization is necessary for recovery and reuse
making the process economically viable. Furthermore, use of immobilized enzymes
can simplify model reactor and control reaction. Thus, immobilization is generally a
requirement for use of the enzyme as an industrial biocatalyst. The choice of support
for biocatalysts immobilization depends on properties of enzyme to be immobilized.
Solid supports can interact with enzyme in different ways: by adsorption, covalent
bonding or encapsulation. An important factor to immobilize the enzyme is that
support must be inert and biocompatible to environment; it should not interfere in
native structure of protein and not compromising their biological activity. The main
enzymes, lipases hydrolyze triglycerides (TAG) to glycerol and fatty acids and for this
reason; they are in the class of hydrolases. These enzymes are carboxylesterases
that catalyze hydrolysis in glycerides synthesis. A proposal for immobilization of
these enzymes is use of magnetic nanostructures in biocatalysts transesterification
reaction for producing biodiesel due to ease and rapid separation of immobilized
enzyme, from a mixture reaction using an external magnetic field. The benefits of
immobilized enzymes compared to free enzymes arise from their greater stability and
ease of separation, which leads to significant savings in the overall cost of the
process, provided that immobilization procedure is not very expensive, there is good
recovery of enzyme activity, and operational stability of immobilized enzyme is
sufficiently long. The use of immobilized enzymes allow retention of biocatalyst in
reactor; high concentration of catalyst in reactor to intensify the process; control of
microenvironment of enzyme; ease of recovery and reuse of catalyst, which reduces
the costs of enzymes; possibility of being used in continuous systems. Using the
technique of X-ray diffraction was confirmed magnetite phase in syntheses proposed:
co-precipitation method and organic solvent. The functionalization of surface NP and
SP with APTS confirmed by spectroscopy in infrared region, with bands of -NH2. The
DLS technique proved the functionalization, the increase of hydrodynamic diameters
NP-APTS samples and SP-APTS compared to NP and SP. The isoelectric point of
SP and SP-APTS samples increased by 2.33 to 6.44. The immobilized derivative
showed typical bands of amides. Immobilized lipases showed higher hydrodynamic
diameters NP-APTS and SP-APTS. The results of hydrolytic activity of supported
enzymes were satisfactory and SP-APTS-LPP showed higher activity. By
thermogravimetric analysis, it was shown immobilization yield 22.86%. It was
determined the pH optimum of immobilized lipase showed highest activity at pH 8
while the LPP free at pH 6.5. The optimum temperature measurements
demonstrated that immobilized derivative is more active than free LPP at 50 ° C,
favoring the use of support in industrial processes of biodiesel, which operates at
high temperatures. In this context, the synthesis of porous magnetic support and
immobilization of lipases showed excellent results for use in biocatalysis in
transesterification reaction for biodiesel synthesis.

Keywords: Magnetic nanoparticles. Enzymes immobilization. Biodiesel.
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1 INTRODUCAO

Enzimas sdo altamente especificas e suas propriedades e formas de
aplicacado podem ser melhoradas utilizando métodos de imobilizacdo. Este processo
pode conferir maior estabilidade e resisténcia em diferentes faixas de pH e
temperatura, além de preservar a atividade da enzima por varios ciclos cataliticos.* A
imobilizacdo da enzima € aplicada eficientemente em diferentes segmentos, tais
como, biocatalise em alimentos, em processos quimicos e na industria farmacéutica.
Para que o uso de enzimas por imobilizacdo seja vidvel economicamente considera-
se o tipo de suporte utilizado, o0 método selecionado deve ter alta influéncia na
atividade e reutilizagéo da enzima na biocatalise.??

A escolha do suporte depende de suas propriedades e da enzima a ser
imobilizada. Suportes sélidos podem interagir com a enzima por diferentes vias: por
adsorcdo, ligacdo covalente ou encapsulamento.* Um importante fator para
imobilizar a enzima é que a matriz deve ser inerte e biocompativel ao ambiente, ou
seja, ndo deve interferir na estrutura nativa da proteina e nem comprometer sua
atividade biol6gica.®

A utilizacdo de enzimas imobilizadas com nanoparticulas possibilita a
retencdo do biocatalisador no reator, elevada concentracédo de catalisador no reator
permitindo intensificar o processo, controle do microambiente da enzima; facilidade
de recuperacao e reutilizacdo do catalisador, assim como 0s suportes citados nos
exemplos anteriores, 0 que reduz os custos das enzimas e a possibilidade de ser
utilizado em sistemas continuos.

No caso de enzimas suportadas com nanoparticulas magnéticas, além das
justificativas destacadas acima, o suporte magnético possibilita o uso de separagao
magnética para a recuperacdo do derivado enzimatico, podendo ser reutilizado em
diversos ciclos produtivos. Desta forma, a tecnologia de imobilizacéo de lipases em
suporte magnético proposta neste trabalho pode proporcionar uma reducao no custo

e tempo de operacdo em sintese de biodiesel via enzimatica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Métodos de imobilizacédo de enzimas utilizando nanoparticulas

As nanoparticulas apresentam propriedades eletrbnicas, magnéticas,
Opticas, fisicas e quimicas diferentes de soélidos extendidos.® A literatura mostra
alguns exemplos de nanoparticulas para imobilizacdo de enzima, como: nanotubo
de carbono (CNTs), nanoparticulas magnéticas, mesoporos, nanofibras,
nanocompaositos, nanobastdes e materiais obtidos por sol-gel contendo particulas de
tamanho na ordem de nandémetros.” Alguns tipos de materiais mesoporosos,
incluindo nanodiamante, silica mesoporosa e nanotubos de carbono séo escolhidos
como suporte de enzimas por possibilitarem a reutilizacdo em varios ciclos
cataliticos. Entretanto, a preparacdo complexa e o alto custo destes suportes torna o
uso inviavel, havendo preferéncia para a utilizacdo de nanoparticulas, pois estas sao
guimicamente estaveis, possuem tamanho uniforme e boa disperséo liquida, sendo
facilmente aplicadas em processos de alta escala industrial.®

Os materiais constituidos de poros de silica tém aplicacdo na imobilizacdo de
enzimas para biocatalise e biossensores, por apresentarem estruturas de poros bem
ordenados, distribuicdo de poros estreitos, grandes areas de superficie, alta
estabilidade e pela possibilidade de funcionalizacdo por uma gama de ligantes
organicos e incorporacdo de metais.®

A imobilizacdo da enzima dentro da estrutura do poro da silica permite que
as moléculas de enzima estejam homogeneamente dispersas, ndo havendo
interacdo com a interface externa. Esta imobilizacdo estabiliza a enzima impedindo a
interacdo com as moléculas do extrato enzimatico, evitando agregacéao, autdlises ou
protedlises do extrato das proteinas (que sera totalmente dispersada e imobilizada).
As moléculas de enzimas imobilizadas néo entrardo em contato com a interface
externa, por exemplo, bolhas de ar originadas a partir de gases ou promovidas por
forte agitacdo, para controlar o pH. Algumas bolhas de gas podem tornar a enzima
inativa nas solugdes de proteina, mas néo inativam a enzima imobilizada no poro do

s6lido,*%1! conforme modelo apresentado na figura 1.
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Figura 1- Efeito do tipo de suporte na estabilidade da enzima imobilizada versus inativacédo por
bolhas de gas.

4 )
ax6-0

\Suporte Poroso Suporte ndo poroso /
Fonte: Adaptado de CESAR (2007, p. 1452).12

Na presenca de um solvente de fase organica, a enzima imobilizada pode entrar
em contato com as moléculas do solvente que sdo sollveis na fase aguosa, mas
ndo com a interface de fase organica, evitando a inativacdo. No entanto, esta
estabilizacdo ndo € a melhor op¢do associada a imobilizacdo, por este motivo a
preferéncia pela utilizacdo de nanoparticulas magnéticas.*>1* Os mecanismos de
estabilizacdo de enzima descritos acima sdo modificados neste caso, devido a
capacidade de interacdo das enzimas imobilizadas com a superficie das
nanoparticulas. Porém esta situacdo pode ser resolvida por meio de estratégias

apropriadas (por exemplo, modificando as enzimas imobilizadas com a dextrana).*

2.2 Lipases

As lipases sdo enzimas (biocatalisadores) que hidrolisam triglicerideos
(TAG) em glicerol e &cidos graxos e por este motivo estdo na classe das
hidrolases.’>1617 As lipases sdo melhor definidas como carboxilesterases que
catalisam tanto a hidrélise quanto a sintese de acilgliceréis!®. Estas enzimas séo
classificadas com base na sua origem: lipases vegetais, que sdo obtidas a partir do
latex do mamao, aveia e sementes de mamona'® e ndo sdo comercialmente usadas,
enquanto que as lipases de origem animal e microbiana sao utilizadas com maior
frequéncia. A lipase animal é encontrada no pancreas de bovinos, ovinos, suinos?® e
lipases microbianas tém grande importancia industrial estando disponiveis a
granel®.

Um procedimento de imobilizacdo quando eficiente permite que as enzimas
mantenham alta atividade catalitica apos a imobilizagdo, devendo-se considerar a

estrutura da enzima. Por exemplo, a lipase possui duas conformacfes, a forma
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fechada que é considerada inativa, onde o sitio ativo € isolado do meio da reacao
por uma cadeia de polipeptideo chamada "lid”, e na forma aberta, a “lid” é deslocada
e o sitio ativo é totalmente exposto a reacgdo,’®° como demonstrado na figura 2.
Ambas as formas da lipase tém o equilibrio afetado pelas condi¢cbes experimentais.
Na presenca de gotas hidrofébicas de substrato, as lipases tornam-se fortemente
adsorvidas na interface dessas gotas e o equilibrio conformacional & deslocado para

a forma aberta.

Figura 2- Conformacéo da lipase demostrando o deslocamento da cadeia de polipeptidio.
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Fonte: PALOMO (2003, p. 2).%

A partir dessas caracteristicas € possivel realizar duas estratégias para
melhorar a imobilizacdo das moléculas de lipase garantindo sua conformacédo na
forma aberta. A primeira op¢do é adsorcdo da lipase em suporte hidrofébico em
meio com baixa forca idnica (e.g., 5-25 mM fosfato de sddio), condi¢cdes onde outras
enzimas nao podem ser imobilizadas. Quando as areas hidrofébicas que cercam o
sitio ativo da proteina se adsorvem ao suporte, a forma aberta da lipase torna-se
mais estavel como observado na Figura 3.2 A imobilizacdo de lipases por
encapsulacdo em sol-géis hidrofébicos também possui alta atividade de
recuperacéo.?® Entretanto, se o substrato é grande ou hidrofilico, a presenca da
superficie do suporte hidrofébico pode gerar

impedimento  estérico, e

consequentemente reduzir a atividade da lipase.
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Figura 3- Ativagao interfacial de lipases em suportes hidrofébicos em baixa forca idnica.

Suporte hidrofébico \

Lipase adsorvida /

Fonte: Adaptado de CESAR (2007, p. 1456).

A preparacdo de CLEAs (Cross-Linked Enzyme Aggregates) de lipases na
presenca de detergentes melhoram a atividade da lipase, mantendo a forma aberta
durante a reticulacédo.?* Alguns CLEAs podem ser utilizados em qualquer meio de
reacdo sem o risco de redissolucdo. Outra estratégia consiste na estabilizacdo da
forma aberta da lipase adsorvida em suportes funcionalizados com grupos amina.
Para isto, as lipases séo incubadas na presenca de detergentes e posteriormente é
feita a reticulagdo com glutaraldeido, promovendo a interacdo entre 0S grupos
aminas adicionadas na superficie do suporte com a enzima de interesse.?®> Nesta
proposta, é necessario alcancar uma estrutura suficientemente rigida da enzima que
nao movimente o “lid”.

A lipase tem a caracteristica Unica de atuar entre a interface das fases aquosa
e nao aquosa, iSso permite que a enzima realize a catalise de muitas reacfes
ilustradas na figura 4,% incluindo a hidroélise, interesterificacdo e a alcodlise.?® O
modo de acdo desta enzima na transesterificacdo do substrato para producdo de
biodiesel depende da sua origem e de suas propriedades especificas. As lipases
catalisam a transesterificacdo entre triglicerideos e receptores acil (alcool), através
da formacédo de intermediarios acil enzima que posteriormente irdo doar a porcao

acilo para produzir acidos graxos acil ésteres (AGAE).?’
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Figura 4- Esquema representativo das principais rea¢6es catalisadas por lipases.
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Fonte: PAULA (2012, p. 47).

Para a producao de biodiesel, as lipases devem ser capazes de converter

todos os trés tipos de glicerideos (monoglicerideos, diglicerideos e triglicerideos) em
ésteres, conforme ilustrado na figura 5.28

Figura 5- Reac0fes para a producao de biodiesel (R-grupo alquil, R1, R2 e R3 séo cadeias de 4cidos
graxos; k1, k2, k3, k4, k5, k6 sdo catalisadores quimicos ou enzimaticos).

/ OCOR, OCORQ\
1 ROCO-_L_OCOR,+ROH == ROOCR + HO-_._OCOR

Triglicerideos Alcool Ester Diglicerideo
OCOR; OH
2 HO-_L_OCOR; +ROH == ROOCR +HO-_._OCOR,
Diglicerideo Alcool Ester Monoglicerideo
OH
3 HO\)\/OCORs + ROH <= ROOCR + HO-_._OH
k Monoglicerideo Alcool Ester Glicerideo /

Fonte: Adaptado de LEW (2014, p. 499).2°
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2.3 Producéao de biodiesel

O biodiesel € um combustivel alternativo feito a partir de fontes bioldgicas
renovaveis. E biodegradavel e ndo tdxico, tem um perfil baixo de emissbes de
poluentes e desta forma o biodiesel tem o potencial de reduzir o nivel de poluentes
carcinbgenos sendo um combustivel benéfico ao meio ambiente.?®
Quimicamente, o biodiesel € uma mistura de ésteres metilicos de acidos graxos e &
normalmente feita a partir de recursos biolégicos ndo téxicos, tais como Oleos
vegetais,3%3! gorduras animais, 30:32:33:34 ou Gleos de alimentos ja usados.®®

Os Oleos vegetais ou de gorduras animais sdo os ésteres de &cidos
monocarboxilicos saturados e insaturados ligados a cadeia do glicerol. Estes ésteres
sdo chamados de triglicerideos, que podem reagir com alcool na presenca de um
catalisador, um processo conhecido como transesterificacdo. A forma simplificada
desta reacao quimica é apresentada na figura 6:

Figura 6- Reacéo de transesterificagdo no processo de biodiesel.

@ A

CH,-0-CO-R, CH,-OH R-O-CO-R,

| Catalisador |

CH-0O-CO-R, + 3ROH —— (CH-OH R-0-CO-R,

| |

CH,-0-CO-R, CH,-OH R-O-CO-R,
Tiglicerideo Alcool Glicerol Mistura de acidos graxos e

\ ésteres /

Fonte: LEUNG (2010, p. 1085).36

Oleos e gorduras vegetais podem conter pequenas quantidades de agua e
acidos graxos livres (AGL). A transesterificacdo por catélise alcalina € a mais
utilizada nas usinas de biodiesel, onde o catalisador alcalino reage com AGL
formando sabdo, conforme a figura 7. Esta reacdo é indesejavel, pois o sabdao
produzido diminui o rendimento do biodiesel inibindo a separacdo dos ésteres do
glicerol. Além disso, o sabao se liga ao catalisador, sendo necessario aumentar sua

quantidade implicando em maior custo ao processo.%’
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Figura 7- Reagdo de AGL em meio bésico formando carboxilato de sédio (sab&o).

Ri—COOH + NaOH — R;COONa + H;0
AGL Hidréxido de sédio Carbo>l<ilz.;\to Agua
de sédio -

Fonte: Adaptado de LEUNG (2010, p. 1085).

A agua que se originou a partir de 6leos e gorduras ou formada durante a
reacao de saponificacdo, retarda a transesterificacdo através da reacao de hidrolise.
A hidrdlise dos triglicéridos leva a formacao de diglicérideos e maior quantidade de

AGL. . A hidrélise tipica da reacdo é mostrada na figura 8:

Figura 8- Reacéo de hidrolise na catélise béasica.

~

/ CH,-0-CO-R,

CH,-OH
| I
CH-0-COR, + HO ——» CH-O-CO-R, + R-COOH
| |
CH,-O-CO-R, CH,-O-CO-R,
k Triglicerideo Agua Diglicerideo )&GL/

Fonte: Adaptado de LEUNG (2010, p.1086)

Este excesso de AGL pode reagir com o alcool formando o éster (biodiesel)
por uma reacdo de transesterificacdo catalisada por acido (Figura 9). Normalmente,
o catalisador para esta reacdo é o acido sulfarico concentrado, mas devido a
velocidade de reacdo lenta e a elevada quantidade de metanol (por razdo molar de
0leo), a transesterificacdo acida ndo ganhou tanta atencéo como a transesterificacao

alcalina.3’

Figura 9- Reacdao de esterificacdo em meio acido.

R,—COOH + ROH ™. R—0—CO—R, + H,0
Ester de &cidos
graxos

Fonte: Adaptado de LEUNG (2010, p. 1085).

AGL Alcool Agua
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A transesterificagdo alcalina homogénea fornece as taxas de reagdo mais
rapida, mas também apresenta saponificagdo indesejavel, o que reduz a eficiéncia
na producéo de biodiesel. Uma alternativa proposta para solucionar este problema é
a transesterificacdo catalisada por lipases que sdo os melhores biocatalisadores

para a modificacdo de 6leos.

2.4 Imobilizacdo de enzimas com nanoparticulas supermagnéticas e suporte

magnético poroso de ferro

A opcao de suporte mais viavel na area industrial para imobilizar enzimas é a
utilizacdo de compostos magnéticos, por exemplo, a aplicacdo de nanoparticulas de
oxido de ferro.383%40 O uso deste suporte reduz o custo da operacdo, as
nanoparticulas magnéticas podem ser separadas das reacfes do sistema e
estabilizadas em um fluido aplicando um campo magnético externo. Nanoparticulas
superparamagnéticas (NP) como a magnetita (Fes04) e a forma oxidada maghemita
(y-Fe203) apresentam excelentes caracteristicas, como grande area superficial,
mobilidade e alta transferéncia de massa, que favorecem a imobilizacdo de
aminopeptase, lipase, lisozima, pectinase, fosfatase, glicose, oxidase, glicosidade,
celulase, ep6éxido, hidrolase, esterase, polimerase, entre outras enzimas*..

A estrutura cubica espinélio FesOs representa uma classe importante dos
materiais magnéticos de oxido de ferro, onde o oxigénio forma um empacotamento
octaédrico e M?* e Fe3" ocupam sitios tetraédricos ou intersticios octaédricos*?43

como representado na figura 10.
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Figura 10- Estrutura cristalina da magnetita.
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Fonte: GOSSUIN (2009, p. 299)*.
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Outra opcdo sdo 0s suportes porosos superparamagnéticos de éxido de ferro

(SP) que tém recebido também grande atencédo da comunidade cientifica por suas
caracteristicas, tais como o tamanho controlavel, baixa toxicidade, alta capacidade
de disperséo liquida, propriedade magnética Unica, alta magnetizacdo, modificacao
funcional e facil manipulacdo em campos magnéticos baixos.

A imobilizacdo da lipase em NP e SP é utilizada visando originar derivados
imobilizados, que serdo empregados para catalisar a reacdo de transesterificacdo
para producdo de biodiesel, devido principalmente a grande facilidade e a rapida
separacao das lipases imobilizadas da mistura. Estes suportes com baixa toxicidade
possuem superficie quimicamente modificavel e boa capacidade de reutilizacao.

Devido a atracdo dipolar anisétropica, as nanoparticulas magnéticas nédo
modificadas tendem a formar aglomerados, e consequentemente perdem as suas
propriedades especificas associadas com ao monodominio, sendo necessario a
funcionalizacdo da superficie com grupos organicos. Além disso, o oxido de ferro
sem modificacdo superficial é facilmente oxidado quando submetido a um sistema
biolégico.*®

Muitas enzimas foram imobilizadas em superficies de NP e SP por meio de

uma ampla variedade de grupos funcionais, incluindo amina, aldeido, carboxilico,
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epoxi e maleimida. Com a funcionalizacdo, as atividades enzimaticas e as
estabilidades foram significativamente melhoradas.*!

A estrutura do 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS), figura 11, € um
organosilano, uma molécula bifuncional contendo grupos alcéxidos que podem se
ligar covalentemente aos grupos oxigénio na superficie das nanoparticulas,

modificando-as com grupos amina (-NH2).46

Figura 11- Representacédo da molécula 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS).
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Fonte: Elaborada pela autora.

2.5 Ativacao da enzima e das nanoestruturas magnéticas

Para aumentar a estabilidade operacional da lipase em suportes soélidos
magnéticos e consequentemente a eficiéncia de imobilizacdo é realizada a ativacao
das nanoparticulas magnéticas. Suportes ativados com epOxi, por exemplo, séo
muito estaveis em meio aquoso e formam ligacdes covalentes a temperatura
ambiente com grupos funcionais da enzima, tais como, amina, tiol e fenol. Além
disso, os grupos epoOxi podem ser facilmente incorporados a outros grupos
funcionais por copolimerizacdo de mondmeros que possuem grupos reativos.*’ No
entanto, a melhor alternativa é a utilizacdo de glutaraldeido (GA) para ativacdo de
suportes. Alonso et al.*® afirmam que o tratamento com glutaraldeido melhora a
estabilidade da enzima sem promover alteracdes consideraveis na sua atividade.
Além disso, este composto pode ser usado na imobilizacdo das enzimas com
nanoparticulas magnéticas, como agente de reticulacéo, pois possui baixo custo e
pode ser facilmente encontrado em grandes quantidades*®. A figura 12 ilustra a
formacéo de agregados de enzimas reticulados (CLEAS). Esta metodologia combina

a purificacéo e imobilizagdo em uma Unica operagao.
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Os CLEAs sao uma nova tecnologia para a imobilizagdo de enzimas, que
esta associada também a imobilizacdo de enzimas em nanoestruturas. CLEAsS
podem ser obtidos e reticulados na presenca de nanoparticulas magnéticas

funcionalizadas, formando os MCLEAs.>°

Figura 12- Formacao de CLEAs e MCLEAs.

Precipitagcéo

@® Enzima

Fonte: Adaptado de CIPOLATTI (2014, p. 59).5!

3 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi sintetizar suportes magnéticos porosos e nao
porosos para a imobilizacdo de lipases com vista a aplicacdo em reacfes de

transesterificacdo para a sintese de biodiesel.

3.2 Especificos

e Aprimorar os conhecimentos das técnicas e métodos utilizados na execugédo do
trabalho.
e Avaliar a influéncia do tamanho das nanoparticulas na atividade recuperada das

enzimas imobilizadas;
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e Estudar a influéncia da presenca de poros nos suportes magnéticos obtidos na
presenca de dietanolamina (DEA);

e Estabelecer os parametros de funcionalizacdo de superficie de nanoparticulas
com vista a imobilizacdo com enzimas;

e Estudar a estabilidade coloidal das suspensdes de nanoparticulas imobilizadas
com lipase;

e Analisar o efeito da temperatura e pH na atividade hidrolitica das enzimas.

4 Materiais e métodos

4.1 Reagentes

Os reagentes utilizados durante a sintese e a caracterizacdo das amostras
apresentam pureza analitica e ndo houve tratamento prévio de purificacdo. Os sais,
acidos e bases utilizados foram: cloreto de ferro (ll) tetrahidratado (99%, Sigma
Aldrich), cloreto de ferro (Ill) hexahidratado (99%, Sigma Aldrich), cloreto de sddio
(97%, Mallincrodt), hidréxido de sédio (97%, Synth). Foram utilizados como solvente
dietanolamina (DEA) (98%, Sigma Aldrich), dietilenoglicol (DEG) (99%, Sigma
Aldrich), glutaraldeido (25%, Sigma Aldrich), tampé&o fosfato (pH 7,4, Sigma Aldrich).
Para a imobilizag&o foi utilizada a lipase pancreética de porco (LPP, Sigma Aldrich),
polietilenoglicol (PM 1000, Sigma Aldrich) e 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma
Aldrich). Os outros reagentes utilizados foram: Acetona p.a. (Merck); Etanol
comercial; goma arabica em p6 pura (Synth). Para as sinteses que necessitaram de
atmosfera inerte e livre de oxigénio foi utilizado o gas argdnio (Ar) comercial. Os

demais materiais e reagentes foram adquiridos comercialmente em grau analitico.

4.2 Sintese das nanoparticulas superparamagnéticas funcionalizadas com
APTS

Conforme modelo ilustrado na figura 13, as nanoparticulas magnéticas foram
obtidas a partir da dissolucdo de FeCl2:4H20 e FeCls-6H20 na proporgéo (1:2,
respectivamente) em 10 mL de agua destilada. Foi preparada uma solucdo de
hidroxido de sodio em agua destilada até atingir pH entre 11 e 13. Essa solucéao foi
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aquecida, sob agitacdo, até 80°C e posteriormente foram adicionados 1,6 mL da
solucdo contendo Fe?*/ Fe3* e 200 pyL de 3-aminopropiltrimetoxissilano (APTS)
dispersadas no ultrassom por 1 hora. Apdos o término do experimento foram
realizadas trés lavagens com agua destilada descartando-se o sobrenadante, e as

nanoparticulas foram armazenadas em tubos falcon.>?

Figura 13- Sintese de nanoparticulas magnéticas modificadas com grupos aminas.

FeCl,

(Fej04)

(Fe304) - NH2

—0

. /

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Sintese em meio organico dos suportes magnéticos porosos recobertas

com grupos aminas na superficie

Os suportes magnéticos porosos (Figura 14) foram obtidos pela dissolucéo de
FeCl2-4H20 (2mmol) e FeCl3-6H20 (4mmol) em 25 mL de DEG/DEA (1:1). Em um
béquer foi dissolvido sob aquecimento de NaOH (16mmol) em 12,5 mL de DEG/DEA
(1:1). As solucdes de FeClz-4H20/ FeClz-6H20 e de NaOH foram colocadas no baléo
de destilagcdo em refluxo. O sistema foi completamente fechado. Borbulhando-se
argbnio, sob agitacdo, a 200°C, por 8 horas. Um controlador de temperatura foi
utilizado para auxiliar durante a reacdo. Posteriormente a amostra foi lavada com
alcool e agua e centrifugada até a retirada de todo o solvente, obtendo-se assim o
suporte magnético poroso.>® A figura 15 ilustra o mecanismo de reacdo desta

sintese.
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Figura 14- Sintese de suporte magnético poroso modificadas com grupos aminas

/ NH, NHz\
FeCls | pea/DEA APTS
—> —_— NH,
Fecl, NH,
Poro SPION(Fe,0,) NH,
0 ]
OESI/\/\NHQ (Fe304) NH2
o/

\ Fe;0, /

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 15- Esquema do processo de sintese do suporte magnético poroso.
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Fonte: Adaptado de GAO (2014, p. 20844).53
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4.4 Imobilizagado da LPP em NP-APTS e SP-APTS

Uma aliguota de 5 mL de nanoparticulas e suportes magnéticos porosos
funcionalizado com APTS foi retirada e adicionada em um tubo falcon que continha
18 mL de tampao fosfato 7,4. Posteriormente foram adicionados 2 mL de
glutaraldeido (25%); a solucéo foi agitada em um vortex e logo apos permaneceu em
repouso por 1 hora a temperatura ambiente. Lavou-se com alcool, agua e solugéo
tampéo (duas vezes com cada solvente) para garantir a retirada do glutaraldeido.
Pesaram-se 50 mg de lipase pancreatica de porco (LPP) e 0,01 g de
polietilenoglicol. Ambos que foram adicionados na solugdo tampdo com as
nanoparticulas e/ou suporte magnético poroso. Foi realizada a agitacdo no vértex
por 5 minutos. A solucdo permaneceu em repouso por 16 horas sob temperatura de
6°C. Com a ajuda de um ima, a solucéo foi lavada 5 vezes com tampéo fosfato (pH
7,4) para a retirada de LPP livre. O esquema de imobilizacdo da LPP é apresentado

na figura 16.

Figura 16- Processo de imobilizacédo. (a) Ativagdo do suporte magnético e a enzima. (a-1) A
particula Fe3Os modificada com APTS; (a-2) GA foi ligada a nanoparticula
funcionalizada com APTS; (a-3) de lipase foi imobilizado sobre a particula ativada por
ligacdo covalente.
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Fonte: Adaptado de MENG (2014, p. 321).5
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4.5 Atividade hidrolitica da lipase imobilizada com nanoparticulas magnéticas

e suportes porosos magnéticos.

Foram misturados 2,5 mL de emulséo de azeite de oliva e agua (1:1) e 2 mL
de tampao fosfato (pH 8,0; 0,1 mol/L). O sistema reacional foi mantido sob agitacao
em banho termoestatizado com agitacéo de 150 rpm. Em seguida foram adicionados
2 mL da solucdo enzimética imobilizada, mantendo o sistema sob agitacéo, a 37 °C,
por 5 minutos. ApOs o periodo de incubacédo foram adicionados 10 mL de uma
mistura de etanol e acetona (1:1) e 10 mL de uma solucdo de KOH previamente
padronizado (0,05 mol/L). O excesso de KOH foi titulado com HCI previamente
padronizado (0,05 mol/L). A atividade enzimatica foi calculada de acordo com a

equacao 1:53

. (v, — V) xMx10°
B txm 1)

Em que, A= Atividade enzimética (U/g), Vb= Volume do branco (L), Va=
Volume da amostra (L), M= Molaridade da solucdo de HCI (mol/L), t= Tempo de
incubacédo (min) e m= massa do biocatalisador adicionado (g).

Utilizando este método foram realizadas analises, mantendo a temperatura
constante de 37° C, variando os tampdes em diferentes pHs 3, 4, 5, 6, 7, 8 € 9. Apls
0 estabelecimento do pH 6timo da enzima, utilizou-se o mesmo procedimento
variando-se a temperatura. As temperaturas avaliadas: 40, 45, 50, 55 e 60° C, a fim

de se determinar a temperatura 6tima de atividade do biocatalisador.

4.6 Técnicas empregadas para a caracterizagdo das amostras

4.6.1 Difragdo de Raio X (DRX)

As amostras foram caracterizadas em um difratdbmetro da Siemens, modelo
D5005. Usando radiagdo Ka, com cumprimento de onda (A) igual a 0,15418 nm. As
medidas foram feitas em um intervalo de varredura 26 de 20° a 80°, com velocidade
de varredura 0,02° por segundo. Todas as amostras foram analisadas na forma de

po.
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4.6.2 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos no modo reflectancia em um
equipamento da PerkinElmer, modelo Frontier, para identificar a composicdo das
nanoparticulas e da lipase. As amostras foram maceradas, dispersas em KBr e
prensadas em forma de pastilhas. Os espectros foram obtidos no intervalo de 4000

cm®a400 cm?.
4.6.3 Potencial Zeta

O potencial Zeta foi determinado no equipamento Zetasizer Nano ZS,
Malvern. O equipamento calcula o potencial Zeta a partir de valores de mobilidade
eletroforética, aplicando a equacao de Henry representada abaixo (equacédo 2). A
mobilidade eletroforética € medida aplicando potencial em cada eletrodo da cubeta.
As particulas carregadas migram para o eletrodo de carga oposta quando sua
velocidade é determinada. As amostras foram dispersas em uma solucdo aquosa de
NaCl 0,001 mol/L. As amostras foram tituladas no intervalo de pH de 3 a 10 e o

potencial Zeta foi medida em um intervalo de pH de 0,5.

B 2e(f (ka)
Ve =3, 2)

Em que, Ue = mobilidade eletroforética, { = Potencial Zeta, ¢ = Constante

Dielétrica, n = viscosidade e f (ka) = funcdo de Henry.
4.6.4 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

O diametro hidrodinamico foi determinado no equipamento Zetasizer Nano

ZS, Malvern, pela técnica de espalhamento de luz dinamico, na qual o detector &
posicionado em um angulo de 173° em relacdo a luz incidente sobre a amostra, em
uma temperatura de 25° C, utilizou-se agua como dispersante da amostra. A técnica
de espalhamento de luz dindmico relaciona o tamanho das particulas com o
movimento Browniano. O movimento Browniano refere-se a movimentacdo das
particulas devido a colisbes randdomicas com as moléculas do liquido, desta
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maneira, o detector registra a intensidade de luz espalhada ao incidir um feixe de
laser sobre a particula em movimento, relacionando o tamanho das particulas pela

equacdao de Stokes-Einstein (equacéo 3):

D — KT
" 3mnD 3

Em que, Dn= didmetro hidrodinamico, D= coeficiente de difusdo translacional,

K= constante de Boltzmann, T= temperatura e n= viscosidade.

4.6.5 Microscopia eletrdnica de varredura (FEG-MEV)

As analises de microscopia eletrbnica de varredura foram realizadas em
microscopio JEOL JSM 7500F. As amostras foram preparadas a partir da disperséo
das nanoparticulas em isopropanol, posteriormente foram gotejadas sobre substrato
de silicio para realizacdo das analises.

4.6.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As analises de microscopia eletronica de transmissdo foram obtidas em um
microscoépio Philips, modelo CM120, operando a 120 kV. A amostra foi dispersa em
isopropanol e uma gota da disperséo foi depositada sobre grade de cobre recoberta
com carbono. A grade contendo a amostra depositada foi seca em um dessecador a
vacuo por 1 dia.

4.6.7 Medidas de umidade da amostra utilizando balanga de infravermelho.
O teor de &gua presente no biocatalisador, nas formas livre e imobilizada, foi

medido diretamente em uma balanca de secagem acoplada com lampada de
infravermelho (Modelo MOC63u; Shimadzu).
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4.6.8 Analise Térmica (TG/DTA)

A analise termogravimétrica das amostras foi realizada em um equipamento
Netzsch STA 409/CD sob fluxo de ar seco 100 mL/min. As amostras foram
aquecidas a temperatura ambiente até 1000° C a uma taxa de aquecimento de 10°

C/min.

Tabela 1- Massa pesada no inicio do processo da analise térmica.
SP-APTS (mg) SP-APTS-LPP LPP livre (mQ)
(mg)
7,616 2,128 8,055

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese e caracterizacdo do 6xido de ferro funcionalizados com APTS

Conforme previamente discutido, na literatura existe uma diversa gama de
rotas de sintese das nanoparticulas superparamagnéticas de ferro. Neste trabalho
foram escolhidos dois métodos: A sintese por coprecipitacdo para obtencdo de
nanoparticulas magnéticas (NP) e a sintese de suportes magnéticos porosos (SP)
em meio organico de dietilenoglicol e dietanolamina.

No método de co-precipitacdo, as nanoparticulas foram obtidas pela adi¢do
de Fe?* e Fe3* em uma solucédo aquosa de hidréxido de sédio na proporgdo 1:2
respectivamente, com adicdo de APTS resultando em precipitados de coloracao
preta, entre pH 11 e 12. ApGs algumas semanas a suspensdo coloidal apresentou
coloragdo marrom indicando oxidagdo da magnetita a maghemita (y-Fe203) pelo
contato da solugéo com o ar.

No segundo método, a magnetita foi sintetizada em meio orgéanico de
dietilenoglicol e dietanolamina na proporcdo 1:1, com a adicdo de Fe?* e Fe®* na
razdo molar de 1:2, hidroxido de sédio e APTS, em sistema fechado e atmosfera de
argbnio por oito horas. A suspensdo apresentou precipitados de coloracdo preta,

entre pH 11 e 12 e ndo houve modificagdo de coloragcdo durante o armazenamento.
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Na figura 17 observam-se duas solucdes, a de coloracdo marrom que s&o as
nanoparticulas sintetizadas pelo método de coprecipitacdo e a de coloragdo preta
sintetizada em meio organico. Ambas apresentaram boa resposta ao campo
magneético, sendo que as nanoparticulas obtidas pelo método organico visualmente
mostrou maior interacdo com o campo do im4, levando a uma separa¢cao magnética

mais rapida.

Figura 17- Nanoparticulas magnéticas e suportes porosos magnéticos sob efeito de campo
magnético de um ima de Neodimio. a) Comportamento magnético inicial das
nanoparticulas e suporte magnético porosos magnéticas. b) Comportamento
magneético final apés dois minutos.

Fonte: Elaborada pela autora

A caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas e dos suportes magnéticos
porosos foi feita para verificar a formacdo da fase desejada, a magnetita. Nos
difratogramas da figura 18, observa-se o perfil de difracdo de raios X das amostras
obtidas pelos dois métodos citados acima. Ambos foram comparados com o padréo
de difracédo de raios X da magnetita do banco de dados de estrutura cristalina, PDF
n° 86 -138 (Fes0a).

Com a analise do difratograma foi possivel confirmar a formacdo da fase
magnetita ou maghemita no difratograma de raios X, pois as estruturas cristalinas de
ambas as fases apresentam picos de Bragg na mesma posi¢cdo. Para determinar
qgual dos o6xidos magnéticos esta se formando é necessario um estudo de
Mossbauer. No difratograma da Figura 18a, observam-se picos de difragao de raios
X caracteristicos das distancias interplanares da fase FeszOas. Na analise da figura
18b, referente ao suporte magnético poroso, verificou-se também a presenca de
picos de difracdo caracteristicos da fase desejada, aléem de picos de fases

desconhecidas.
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Figura 18- Difratograma de Raios X comparando o padrdo magnetita a) com as
nanoparticulas magnéticas b) com o suporte magnético poroso.

80
70 —— NP@APTS
a) ' NP
507 —— PDF n° 86-1358 (Fe 0,)
50
’(;; 4
@ 40 -
s |
8 30
.'9 4
2 20
o ]
£ 104 L h 1&
|
LM BT Il |‘w‘ u““J ‘ 1( ! i
’ ‘ L H . Ju L 1
T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80
20 (°)
18
b) —SP@APTS
18 —— 5P
Il —— PDF n” 86-1358 (Fe,0,)
@ 12 -
(&)
~ 10 4
@
o
o
S
w
c
[iF]
E

et

I I I L

20 30 40 50 60 70 80

Fonte: Elaborada pela autora

Os diametros hidrodinamicos das nanoparticulas e do suporte magnético
poroso foram determinados apds a execucdo da sintese e as amostras foram
dispersas em &gua. Como pode ser observado na tabela 2, os diametros
hidrodindmicos das nanoparticulas funcionalizadas aumentou com relacdo as
nanoparticulas magnéticas antes da funcionalizacdo. Para os sistemas NP e NP-
APTS o aumento foi proporcionalmente menor, sugerindo formacédo de
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monocamadas de APTS na superficie das nanoparticulas. Entretanto, para os
sistemas SP e SP-APTS o aumento foi da ordem de 5 vezes maior, sugerindo que
pode ter ocorrido a aglomeracdo do suporte poroso por intermédio da

policondensacéo do alcoxisilano.

Tabela 2- Média do diametro hidrodindmico e indice de polidispersidade realizados em triplicata.

Amostra Dnh (nm) PDI

SP 336,5 0,366
SP-APTS 1845,7 0,789
NP 189,5 0,088
NP-APTS 218,6 0,207

O potencial zeta de superficie foi medido com a finalidade de estudar a carga
na superficie das nanoparticulas magnéticas em funcdo do pH e verificar se a
superficie das nanoparticulas foram funcionalizadas com grupos aminas na reacao
com o APTS. Esta analise foi realizada apenas com o suporte magnético poroso
(Figura 19), uma vez que este apresentou estabilidade coloidal adequada para
andlise. Inicialmente SP e SP-APTS apresentaram cargas positivas devido a
acidificacao da suspensdo com acido cloridrico diluido até atingir pH entre 2,5 e 3,5.
Apos a titulacdo com hidroxido de sodio diluido observa-se o ponto isoelelétrico em
pH 2,93 para SP e 6,44 para SP-APTS, indicando a funcionalizacdo da superficie

com grupos aminas.
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Figura 19- Potencial zeta do SP e SP-APTS.
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Fonte: Elaborada pela autora

As imagens de microscopia eletrénica de varredura para as NP-APTS séo
apresentadas na figura 20. Observa-se a formacdo de agregados, com distribuicdo
de tamanho e formas irregulares. A agregacdo das particulas pode ser atribuida em
grande parte ao processo de secagem utilizado no preparo das amostras para as
andlises de MEV. E possivel verificar também uma camada espessa sobre as
nanoparticulas indicando a presenca de grupos aminas na superficie, resultado da

policondensacéao do alcoxisilano.
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Figura 20- Imagens do MEV da NP-APTS.
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Fonte: Elaborada pela autora

A sintese por coprecipitacdo ndo apresenta controle rigoroso em relacdo ao
tamanho e forma das nanoparticulas. A nucleacdo dos Oxidos de ferro ocorre em
processo rapido e € interrompida quando a solucdo alcanca um valor critico de
saturacdo de base. Por este motivo as nanoparticulas apresentam tamanhos
pequenos e morfologia ndo esférica. A analise da figura 21, revela nanoparticulas

com forma quase esférica e a difracédo de elétrons indica que a amostra é cristalina.
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Figura 21- Imagens de TEM das nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com APTS. a)
nanoparticulas a 500 nm. b) planos atdmicos a 10 nm. ¢) nanoparticulas a 100 nm. d)
padrdo de difracéo.

Fonte: Elaborada pela autora

A microscopia eletrbnica de varredura para 0s suportes porosos com APTS

sdo apresentadas na figura 22. Na amostra observa-se a formacao de agregados,

com distribuicdo de tamanho e formas irregulares.

Figura 22- Imagens de MEV do suporte magnético poroso.
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Fonte: Elaborada pela autora
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Na figura 23 observam-se cristais pequenos de nanoparticulas magnéticas
com tamanhos entre 3 e 7 nm. O agregado destas nanoparticulas forma o suporte
magnético poroso. Os poros do suporte poroso podem ser vistos em diferentes

tamanhos e estimam-se valores entre 4 e 5 nm, conforme histograma da figura 23e.

Figura 23- Imagens de MET dos suportes porosos magnéticos funcionalizados com APTS. a) suporte
poroso a 100 nm. b) planos atdmicos a 10 nm. c) suporte poroso a 20 nm. d) padrdo de
difracdo. e) Relac&o do niumero de SP-APTS com o diametro (nm).
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Fonte: Elaborada pela autora
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5.2 Imobilizacdo da LPP em NP-APTS e SP-APTS

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho para a enzima LPP é
mostrado na figura 24. A banda em 3434 cm! apresenta vibragdes O-H atribuida a
presenca de agua. A vibragéo forte alongada C=0 e amidas primarias é observada
em 1646 cm™t. Em 1451-1407 cm™ sdo atribuidas a deformacdo N-H de amidas
secundarias da enzima. Outras bandas importantes sdo: 1543 cm* (deformacéo
NHz), banda média 1460 cm™ (deformacéo N-H), 1235 cm™ (forma B — estrutura de
folha da proteina), 1159-1027 cm vibragbées C-C da lipase, 877 cm™ (C-N-C), 668
cm (deformacdo C=0) e 608-463 cm™ (deformacéo fora do plano C-O).5¢

Figura 24- Espectros da regido do infravermelho (FT-IR) da LPP.
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Fonte: Elaborada pela autora

A figura 25 ilustra os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho
realizadas para as amostras de nanoparticulas magnéticas com a LPP e sem LPP.
Ambas apresentaram bandas de ligagdo de hidrogénio provenientes da amina

primaria alifatica que coincidem com as bandas O-H da agua em 3434 cm™ e 3382
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cm?, respectivamente. Para a magnetita a banda em 3389 cm é atribuida as
bandas de O-H da agua.

As bandas que coincidem entre os trés espectros (figura 25) sdo: em ~ 1630
cm?® provenientes das bandas O-H da agua, em ~1381 cm é referente as bandas
de deformacéo simetrica C-H, e em ~ 2346 cm* atribuida ao CO2 da atmosfera.

Em todas as amostras observaram-se bandas em 587 (forte), 438, 595, 459 e
465 cm™ que sdo atribuidas a magnetita. Na LPP imobilizada além da banda da
magnetita, observa-se em 601 cm! (Fe-O) a presenca de maghemita.

A andlise das bandas da NP-APTS indicou em 793 cm™ amina primaria
alifatica, 886 cm vibracdo N-H fora do plano, 1043 cm amina primaria e 1130 cm™
amina secundaria.

No espectro infravermelho da LPP imobilizada foram observadas bandas em
1450 cm* da amida secundaria (deformacdo N-H), 1543 cm™ deformacédo NH2, 1648

cm? vibracéo forte alongada C=0 provenientes de amidas primarias.

Figura 25- Espectros da regido do infravermelho (FT-IR) das nanoparticulas magnéticas.
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O suporte magnético poroso (figura 26) apresentou bandas em 3399 cm™? e
1619 (O-H) atribuidas a agua adsorvida. Em 633 cm™, 573 cm? e 444 cm?
observam-se bandas de absorc¢éao referentes as ligacdes Fe-O.

Na amostra que contém suporte magnético poroso funcionalizado com APTS
observa-se em 3792 cm™ distorcdes atribuidas a tracos de solvente organico
(DEG/DEA). A banda forte em 1460 cm™ indica a presenca de aminas secundarias
alifaticas (vibracdo N-H). Em 1076 e 1006 cm™ podem ser visualizadas bandas de
vibracdo C-N de aminas primarias. A presenca de SP se confirmou pelas bandas em
692 cm™t e em 587 cm?, atribuidas as vibracdes das ligacdes Fe-O.

No espectro da LPP imobilizada consta banda forte em 3418 cm-! proveniente
da agua (O-H). A banda forte em 1648 cm™! é atribuida a vibracdo alongada C=0 de
amidas primarias. Em 1454 e 1407 cm?' se referem a amidas secundarias
(deformacdo N-H) e a banda forte em 1074 cm foi atribuida a vibragdo C-C da
enzima. A confirmacdo das fases maghemita e magnetita estdo em 665 cm™* e 526

cm, respectivamente.

Figura 26- Espectros da regido do infravermelho (FT-IR) do suporte magnético poroso.
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Os didametros hidrodindmicos das nanoparticulas e suporte magnético poroso
com e sem a LPP foram determinados ap0s a execucdo da sintese e as amostras
foram dispersas em agua. Como pode ser observado na tabela 3, as nanoparticulas
com a lipase apresentam diametros hidrodindmicos maiores que nas nanoparticulas
e suporte magnético porosos com APTS. Estes resultados confirmam a modificacao
da superficie das nanoparticulas magnéticas e dos suportes porosos magnéticos

com enzimas.

Tabela 3- Média do didametro hidrodindmico e indice de polidispersidade realizado em triplicata.

Amostra Dnh (nm)  PDI

SP-APTS 1845,7 0,789
NP-APTS-LPP 3159,7 0,390

NP-APTS 218,6 0,207

NP-APTS-LPP 2408,3 1,000

LPP livre 876,4 0,634

A andlise térmica foi utilizada para determinacdo da quantidade de enzima
que efetivamente se ligou aos suportes magnéticos porosos. Desta forma, foi
possivel analisar a atividade enzimatica real da LPP imobilizada comparada com a
LPP livre.

Nas curvas TG/DTA dos suportes porosos funcionalizados com APTS (figura
27) observou-se perda de massa de apenas 5,51%, variando-se a temperatura de
25°C a 1000°C. Este resultado indica que o0s grupos organicos da superficie
provenientes do alcoxisilano sdo decompostos liberando H20, CO2 e N,
permanecendo apenas o 6xido de silicio e o 6xido de ferro.
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Figura 27- Curvas TG/DTA obtidas para a SP-APTS.
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Fonte: Elaborada pela autora

Na analise térmica da LPP livre da figura 28 observou-se perda de massa de
96,63%, sendo que 0,27 mg representa 3,37 % da massa inicial (8,01 mg). A cadeia

de aminoacidos da enzima foi completamente degradada apés 650° C.

Figura 28- Curvas TG/DTA obtidas para a lipase de pancreas de porco (livre).
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A figura 29 ilustra o comportamento térmico da amostra NP-APTS-LPP.
Observa-se que a perda de massa entre 600 e 800°C presente na amostra NP-
APTS (figura 27) agora ocorreu acentuadamente apos 794°C (figura 29). Este
resultado sugere que a interagdo da enzima com O suporte magnético poroso
funcionalizado com APTS tornou a enzima mais resistente ao aumento de
temperatura ou decomposi¢do de materiais gasosos que ficaram aprisionados nos
poros. De acordo com a figura 28, as perdas de massa da LPP ocorrem até a
temperatura de 650 °C. No entanto, a figura 29 observou-se que a perda total de
massa da amostra foi de 69,81%. A massa restante (6xido de ferro e 6xido de silicio)
de 0,64 mg representa 30,19% da quantidade da massa inicial. As perdas de
massas até 794 °C representam a porcentagem de enzima imobilizada. Por meio de
tratamento matematico, o cruzamento das retas tangentes a curva TG fornecem o
valor de 22,86 % do valor inicial, que podem ser atribuidas a lipase na superficie do
suporte poroso. Este resultado permite inferir sobre o rendimento de imobilizacdo e
correlacionar com as atividades observadas para a enzima livre e imobilizada,

conforme seré discutido a seguir.

Figura 29- Curvas TG/DTA obtidas para a lipase de pancreas de porco imobilizada com SP-
APTS.
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5.3 Atividade hidrolitica da LPP imobilizada com nanoparticulas e suporte
magnético porosos magnéticas

A determinacdo da atividade hidrolitica foi realizada utilizando emulsdo de
azeite de oliva, agua e tampéao fosfato (pH 8,0; 0,1M), a 37° C. Na tabela 4, séo
apresentados os valores de atividade de cada um dos derivados imobilizados

obtidos, bem como da LPP na forma livre.

Tabela 4- Atividade Enzimatica das imobilizagbes com NP-APTS, SP-APTS e LPP livre.

Amostra Atividade (U/g)
432,2 £ 83,32
NP-APTS-LPP
559,5 £ 0,00
SP-APTS-LPP
. 7196,5 + 0,00
LPP livre

Os resultados revelaram que o suporte SP-APTS forneceu derivados
imobilizados com maior valor de atividade hidrolitica. Isso porque, o suporte SP-
APTS facilita a formacdo de aglomerados, levando & obtencdo de maior area
superficial, em comparacédo ao suporte NP-APTS. Portanto, mais grupos funcionais
—NH: estardo disponiveis para ligacdo cruzada com a molécula de enzima (lipase).
Apesar do valor de atividade da enzima livre ser maior do que o fornecido pela
enzima imobilizada, deve-se levar em consideracdo a quantidade efetiva de enzima
presente em 50 mg de SP-APTS-LPP utilizados (massa de nanoparticula + massa
de lipase). A partir dos dados de andlise térmica (figura 27, 28, 29), foi possivel
verificar que apenas 22,86% da massa inicial deve ser atribuida a enzima suportada
nas nanoparticulas magnéticas. Desta forma, o resultado de atividade para a
amostra SP-APTS-LPP corresponde a uma massa de 11,43 mg de enzima,
enquanto a atividade da enzima livre corresponde a uma massa de 50 mg.
Considerando a atividade por mg de enzima, e normatizando para a massa de 11,43
mg de enzima nos suportes magnéticos, observa-se que a enzima em SP-APTS
apresentou uma atividade de 559,5 U/g, enquanto a enzima livre nesta mesma

massa apresenta atividade de 1645 U/g.
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Portanto, apesar do fato do derivado imobilizado ter apresentado menor valor
de atividade hidrolitica, em relacdo a lipase livre, deve-se salientar as vantagens do
uso da enzima imobilizada no suporte magnético, as quais estdo relacionadas a
possibilidade de reuso do biocatalisador. Além disso, os resultados de analise
térmica sugerem um ganho em resisténcia térmica as enzimas suportadas, o que
pode agregar a possibilidade de aplicar estas enzimas em processos biocataliticos
gue necessitem maiores temperaturas para obter melhores rendimentos.

Com base nestes resultados, para a continuidade do trabalho, selecionou-se
0 suporte SP-APTS-LPP, uma vez que este forneceu maiores valores de atividade
hidrolitica. A proxima etapa foi a avaliacdo da temperatura e do pH 6timo do
derivado imobilizado. Foram avaliadas diferentes temperaturas (40, 45, 50, 55, 60
°C), bem como diferentes pHs (3-9). Os resultados sdo apresentados a seguir, em
comparacao aos valores obtidos para a LPP na forma livre.

A Figura 30, apresenta os valores de atividade relativa (%) da lipase de
pancreas de porco livre e imobilizada SP-APTS-LPP em funcdo do pH. Estes
experimentos foram realizadas na temperatura fixa de 37 °C. Os resultados
revelaram que o processo de imobilizacdo promoveu um deslocamento no valor de
pH 6timo da enzima na forma livre. A LPP livre apresentou pH 6timo de 6,5,
enquanto o derivado imobilizado SP-APTS-LPP forneceu um valor étimo de pH em
8,0. Este resultado representa uma vantagem de aplicacdo do biocatalisador em
processos que ocorrem em meio basico.

A Figura 31, apresenta os valores de atividade relativa (%) da lipase de
pancreas de porco livre e imobilizada SP-APTS-LPP em funcdo da temperatura
(°C). Estes experimentos foram realizados no pH 6timo previamente determinado
(pH 8).%” Pode-se observar que o processo de imobilizacdo ndo promoveu alteracdo
no valor de temperatura 6tima da enzima (40°C). Porém, os resultados mostraram
que a LPP imobilizada apresentou maior valor de atividade a 50°C, em comparacao
a LPP na forma livre. Este resultado representa uma vantagem de aplicagdo do
biocatalisador em processos que necessitam de maiores temperaturas, como por
exemplo, a sintese de biodiesel. Em temperaturas superiores a 50°C, este

comportamento ndo pode ser observado.
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Figura 30- Atividade hidrolitica relativa (%) da LPP livre e SP-APTS-LPP em fungdo do pH.
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Figura 31- Atividade hidrolitica relativa (%) da LPP livre e SP-APTS-LPP em funcéo da
temperatura.
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Quando se tratam de biocatalisadores, além da determinacdo da temperatura
e do pH o6timo, devem ser avaliados os parametros cinéticos Km e Vmax, a
estabilidade ao pH, a temperatura, bem como o reuso do biocatalisador. Estes
estudos fornecem informacdes importantes sobre o derivado imobilizado. No
entanto, salienta-se que o objetivo do presente trabalho foi sintetizar nanoparticulas
magnéticas visando a imobilizacdo de enzimas e ndo a caracterizacdo do derivado
imobilizado obtido. Portanto, os resultados apresentados mostram o potencial do
suporte SP-APTS em aplicacbes na area de biocatalise. Estudos complementares
devem ser efetuados visando a maior caracterizacdo das propriedades cataliticas do
derivado imobilizado.

6 CONCLUSOES

As nanoparticulas magnéticas e o suporte magnético porosos foram obtidos a
partir da coprecipitagdo e sintese em meio organico de dietanolamina e
dietilenoglicol.

As técnicas de microscopia utilizadas (MEV e MET) permitiram averiguar a
morfologia dos sistemas obtidos. A formacdo de agregados de suporte magnético
poroso possui nanoparticulas individuais com diametros entre 3 e 7 nm. Ambas NP-
APTS e SP-APTS apresentaram nanoparticulas sem forma definida, préxima a
esferas e tamanhos diversos.

O potencial zeta confirmou a funcionalizacdo do suporte magnético poroso
com o APTS, apresentando grupos aminas na superficie.

A medida de didametro por DLS, se mostrou satisfatéria para nanoparticulas e
suporte magnético poroso funcionalizadas com APTS, sendo comprovado o
recobrimento da superficie. Em amostras que continham a LPP, houve aumento do
raio hidrodinamico, indicando o sucesso da imobilizacdo da enzima na superfice das
nanoparticulas magnéticas.

Os espectros de infravermelho confirmaram a funcionalizagdo com os grupos
organicos para ambas (NP, SP) e a imobilizagdo da LPP foi constatada por
apresentar bandas de amidas provenientes das enzimas.

Pela analise térmica pode-se quantificar a quantidade de LPP que

efetivamente se ligou ao suporte magnético.
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A atividade enzimatica apresentou bons resultados e a imobilizagdo foi
realizada com sucesso. A LPP imobilizada apresentou maior valor de atividade a
50°C, em comparacdo a LPP na forma livre. Este resultado representa uma
vantagem de aplicacdo do biocatalisador em processos que necessitam de maiores
temperaturas, como por exemplo, a sintese de biodiesel.

A LPP livre apresentou pH 6timo de 6,5, enquanto o derivado imobilizado NP-
APTS-LPP forneceu um valor 6timo de pH em 8,0. Este resultado representa uma
vantagem de aplicacdo do biocatalisador em processos que ocorrem em meio

basico.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliacdo do uso de detergentes no processo de imobilizacao, visando a
exposi¢ao do sitio ativo da lipase;

e Avaliacdo da concentracéo de glutaraldeido e do carregamento de enzima no
processo de imobilizagao, visando aumentar o rendimento de imobilizagéo;

e Caracterizacao do derivado imobilizado em relacéo as propriedades cinéticas
e de estabilidade operacional,

e Aplicacao do derivado imobilizado em reacdes de transesterificacdo visando a
sintese de biodiesel.
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