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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-gradoadgangenharia de
Processos da Universidade Tiradentes como parte dos requisitosanesesobtencdo do

grau de Mestre em Engenharia de Processos.

PRODUCAO DE ESTERES ETILICOS E EMULSIFICANTES UTILIZANDOPASE
IMOBILIZADA EM MATRIZES HIDROFOBICAS

Nayara Bezerra Carvalho

O objetivo desta pesquisa foi produzir ésteres etilicos e ificares utilizando
lipase do novo isolado dgacillussp. ITP-001 (ITP-001) e da comercial @andida rugosa
(LCR) imobilizada em matrizes hidrofobicas pela técnica siplHgem como realizar a
caracterizacdo bioquimica, a determinacdo dos parametros da wagdsterificacdo e
estabilidade enzimética na presenca de fluido supercriticos@taos para a caracterizagcéo
bioguimica da ITP-001 imobilizada apresentaram maior atividade deidéddd azeite de
oliva em pH 5, a 80°C. A atividade enzimatica foi estimulada pelus EDTA, Fed,
MnCl,, ZnCkL e na maioria dos solventes organicos, com excecdo do alcool etilico
isopropilico. Os valores depMx e Ky foram respectivamente 0,102mmol/min.g e 14,62mmol.
Os melhores resultados para a producao de laurato de isopropiteotairdos pela ITP-001 a
52,5°C e pela LCR a 62,5°C. A maior conversao de acido laurico foi a 30paraNTP-001
livre e LCR livre e imobilizada; e 2340mM para a ITP-001 imoadee. O percentual de
massa de enzima oferecida foi de 0,75% (m/m) para lipase #2586 (m/m) para a
imobilizada. A estabilidade operacional da ITP-001 imobilizada,ivialade de esterificacao
do acido laurico com alcool isopropilico foi baixa apds o segundo uso. d¢aorale
transesterificacdo a condi¢cdo Gtima foi alcancada com 500U déiwr€Rue atingiu 32,68%
de conversdo na razdo molar de 1:18 (6leo de soja:etanol), a 40°C por 1@6h.LER
imobilizada o maior rendimento foi de 34,81%, na razdo molar 1:6 (6lsojdetanol), a
40°C apos 120h. Quanto a influéncia do solvente hexano no meio reacional cétriaré.C
obteve-se 61,9; 21,4; 0,0 e 16,73%, mono-, di-, triglicerdis e ésteres etilicos jraspate.
Foi observado ganho na atividade residual para as enzimas livresuaptidas ao fluido
supercritico e utilizadas na hidrdlise e esterificagdo. E maaf@mobilizada a LCR alcangou

ganho de atividade de esterificacdo superior a 1000%.

Palavras-Chave: lipase imobilizada, esterificacéo, transest€afh, fluido supercritico.
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Abstract of Dissertation presented to the Process Engineeratly&@e Program of University
Tiradentes as a partial fulfilment of the requirements fordbgree of Master of Science
(M.Sc.)

PRODUCTION OF ETHYL ESTER AND EMULSIFIERS USING LIPASE
IMMOBILIZED IN HYDROPHOBIC MATRIX

Nayara Bezerra Carvalho

The aim of this research was to produce ethylic esters andgi@eralusing the lipase
from the new isolat®acillus sp. ITP-001 (ITP-001) and from the commercial immobilized
Candida rugosgLCR) in hydrophobic matrices by sol-gel technique, as wethagy on the
biochemical characterization, parameters determination of ttezifiestion reaction and
enzymatic stability in the presence of a supercritical fliifde results for the biochemical
characterization of immobilized ITP-001 showed a higher hydsobstivity of the olive oll
in ph 5 at 80°C. The enzymatic activity was stimulated by ED&LH MnCl,, ZnChL ions
and in most of the organic solvents, apart from the ethylic and isgptmhol. The Vhax
and K, values were respectively, 0,102mmol/min.g and 14.62mmol, determined by the
Lineaweaver-Burk method. The best results for the production of isgplayrate were
obtained for ITP-001 at 52.5°C and by LCR at 62.5°C. The highest converdaniofacid
was at 3000mM for free ITP-001 and for free and immobilized LCR, 284¢0mM for
immobilized ITP-001. The percentage enzyme mass offered wass%%0(m/m) for free
lipase and 5.25% (m/m) for immobilized. The operational stabilitynafobilized ITP-001,
in the esterification of the lauric acid activity with isoprbplcohol was low after the second
use. In the transesterification reaction the optimum condition wasvaad with 500U of free
LCR that reached 32,68% of conversion at the molar ratio of 1:18{ksathanol), at 40°C
after 120h. As for the influence of hexane solvent in the reastesium with the free LCR
achieving 61.9; 21.4; 0.0 e 16.73%, mono-, di-, triglycerides and ester etfegdpectively.
A gain in the residual activity was noticed for the free enzyrafter submitted to the
supercritical fluid and used in hydrolysis and esterificationthe form of immobilized the
LCR reached an esterification activity gain superior to 100%.

Key-words: immobilized lipase, esterification, transesterification, reupieal fluid.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

O uso de enzimas como catalisadores nos processos industriaifugddmental
importancia para obtencdo de produtos derivados da tecnologia lintpafaks estd em
sintonia com as demandas de carater tecnologico, de mercademayés ambiental, que
norteiam os processos produtivos internacionais. Os processos devbiséo enzimatica
tém sido bastante utilizados na producao, transformacéo e aeéwide matérias-primas na
biotecnologia.

As enzimas de origem microbiana produzidas por fermentagdo possuasaslive
vantagens quando aplicadas industrialmente, destacando-se facil pradugscaka, atuacéo
em condicOes suaves (temperaturas proximas a ambiente, pH newtfo aquoso), grande
afinidade por diferentes substratos, catalisa diferentes reag@esati quanto as
caracteristicas do meio reacional (aquoso, organico ou supejcrétividade elevada em
meio reacional livre de solventes e disponibilidade comercial, toorsmdhlternativa de
processos de biotransformacé&o viaveis para as sinteses quimicas (DHMIKES, 2010).

Portanto, diversos estudos sao realizados no sentido de aprimorharecapatencial
catalitico de enzimas, dentre eles os processos de producdo de ppafeacéo,
imobilizacdo de enzima, estudos cinéticos, estabilidade enziré&tioeio reacional. Desta
forma, faz-se necessario a utilizacdo de enzimas na forofalimada visando melhorar os
processos enziméticos pela facilidade de recuperacdo do biechiali® produtos,
possibilidade de operagdes continuas, prevencdo da formacdo de agregadwmeio
organico, minimizacao de efeitos desnaturantes e maior protecaateng@o de micro-
ambiente com alta atividade de agua, alteracdo favoravel deapmpriedades enzimaticas
(como atividade e termoestabilidade) e redugéo de custos (GUNEHEZHIRYAKOVA,
2011; GUISANet al, 2006).

Dentre as técnicas de imobilizacdo de enzimas, o encapsulamedtopsia técnica
sol gel tem sido bastante explorada e é indiscutivelmente adéuais utilizada para preparo

de uma matriz hibrida, na qual a enzima fica retida no interionataiz formando um
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reticulado tridimensional (gel), podendo estar localizada na supedic suporte, no seu
intersticio e totalmente encapsulada, de forma a torna-las insokweagua (KIMet al.,
2006;JOSE e PRADO, 2005; SOARESal.,2004).

Enzimas livres e imobilizadas podem ser utilizadas em meios reacionagncmnais
e ndo convencionais. A aplicacdo dos meios ndo convencionais como fluidasiscper
(FSC), tem crescido aceleradamente visando resultados queafarrsegstabilidade e/ou
aumento da atividade enzimatica (KNEZ, 2009; EISENMENGER e CORCUERA, 2009).

As enzimas lipoliticas sdo atrativas devido a sua capacidadendersdo em diversos
meios reacionais. Além da hidrélise, a lipase catalisacdoede transesterificagdo enzimatica
que tem despertado crescente interesse sobre o potencial deaatildtes bicombustiveis
como substitutos dos combustiveis derivados do petroleo, apresentando geamdgsns
como biodegradabilidade e diminuicdo da emisséo de poluentes. As condicéagtds de
transesterificacdo enzimética quando comparadas com as d&e gjufmica sdo muito mais
amenas e seletivas, além do potencial existente nas diversss fegetais no Brasil para a
producao do biodiesel , as quais sdo consideradas aptas para o desenvohdomEmoco e
sustentavel (DABDOURt al, 2009; AKOHet al, 2007; SUAREZ:t al, 2007). A aplicagédo
da lipase a reagdo de esterificagdo que forma ésteres, a partir dealre akido carboxilico,
€ promissora na producdo de ésteres de interesse comerciahrde &olventes, diluentes,
plastificantes, surfactantes, industria farmacéutica, herbieig@sticidas (TREICHEEt al.,
2010; JOSEPHt al, 2008).

A fim de ampliar a aplicagdo das lipases, ha alguns problegeasprecisam ser
resolvidos a respeito da atividade catalitica favoravel e do lmguitermodinamico, sendo
assim, diversos estudos para caracterizacdo bioquimica sdo des@svpltia melhorar o
desempenho das enzimas em meios reacionais, como 0 estudo das condipbts de
temperatura e influéncia da presencga de compostos quimicos, @aéadereagentes, massa
de enzimas e estabilidade na presenca de fluidos supercriticos.

Com base no desenvolvimento de novas técnicas conclui-se a necedsaigantecao
do meio ambiente, mediante o uso racional dos recursos naturaisseav@gcéo e a
recuperacdo do meio ambiente e o controle da poluicdo. Consequentementgéasas
para que as industrias operem em condi¢cdes de desenvolvimento susteoidea-verde
ou quimica sustentavereen chemistjyou em sistemas de tecnologia limpa, sdo cada vez

mais importantes em varias partes do mundo, e tornam-se um estimulo para adeiocatali
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Capitulo 2

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a producéo de ésteres etilicos e emulsificantesndiize lipases dgacillus
sp. ITP-001 e d€andida rugosalivre e imobilizada em matrizes hidrofébicas obtidas pela
técnica sol-gel.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Imobilizacdo da lipase d®acillus sp. ITP-001 e deCandida rugosaem matrizes
hidrofébicas pela técnica sol-gel em condi¢des pré-estabelecidas;

- Caracterizacdo bioquimica da lipase Blcillus sp. ITP-001 imobilizada na reacdo de
hidrdlise;

- Caracterizacao da reacdo de esterificacdo na presenipastadeBacillus sp. ITP-001 e
Candida rugosdivre e imobilizada para obtengcéo de emulsificante;

- Estudo das reacfes de transesterificacdo para obtencéo de éstss etili

- Estudo da estabilidade enzimatica da lipase em propano supercritico;

- Determinacdo da conversédo da reacao de transesterifeachatelada em termos do teor
de ésteres produzidos, mono, di e triglicerideos.



Capitulo 3

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentado um breve estado da arte eedsrenzimas obtidas a
partir do processo fermentativo, purificacdo e imobilizacdo, bem comaso de
biocatalisadores livres e imobilizados para producéo de éstédiesset emulsificantes em
condicbes ambientais amenas, além do estudo da estabilidade dadipassenca de fluido

supercritico, procurando assim, evidenciar a relevancia do tema em quesi@dtpeaatura.
3.1. ENZIMAS LIPOLITICAS

As enzimas estao presentes em todas as células vivas, nasxgueesn a funcéo de
biocatalisadores das reacfes que compdem as vias catabdlich®leanalo metabolismo
celular e apresentam funcodes vitais de controle dos processassfertnacéo dos nutrientes
em energia e material celular. Esses biocatalisadoresraelas reacées quimicas e
funcionam em solucdes aquosas sob condicbes muito suaves de temperphiirae e
dependem da forca ibnica do meio para que ndo ocorra a desnaturpeéda eda sua
atividade catalitica (BONt al, 2008; LEHNINGERet al, 2000).

Plantas, animais e micro-organismos sao responsaveis pela produeizirdas.
Segundo Neidleman (1991), as enzimas tém sido utilizadas ha milikaranos pelo ser
humano de forma direta, pelo emprego de extratos enzimaticos deutoggem animal ou
vegetal, e também de forma indireta pelo aproveitamento da agzideas decorrentes do
crescimento microbiano em determinados substratos.

Estima-se que, das milhares de enzimas encontradas na natprezanadamente
2.800 ja estao classificadas, e; destas, 400 sdo comercialfEaddsR, 2004). As enzimas
microbianas sdo mais utilizadas do que as derivadas de plantasn@isadevido a sua
grande variedade de atividade catalitica, estabilidade, rentbifacilidade de manipulacao
genética, fonte regular sem flutuacbes sazonais e rapidonceesci dos micro-organismos

em meios possivelmente baratos (HASAtNl, 2006).
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A partir de 1856, Claude Bernard se interessou por lipases (gl&stesl hidrolases
EC 3.1.1.3) microbianas devido a dificuldade de extracdo de lipase dasaslipases sédo
encontradas em todos o0s organismos vivos e classificadas comoelinér@s ou
extracelulares podendo ser obtidas também de micro-organismosjsanimplantas, e sao
produzidas com elevados rendimentos quando utilizando bactérias, fungos €ikonent
leveduras. As lipases microbianas sdo em geral bastantad#agipela industria, devido as
suas propriedades e facil producdo em escala. Os micro-orgamamogroducao de lipase
sofrem influéncia do tipo de cultura, concentracdo de fonte de carboragénitr, pH,
temperatura e concentragdo do oxigénio dissolvido, sendo a fonte deccarbariavel mais
importante devido as suas fontes lipidicas (AK&Hl, 2007; SHARMAet al, 2001)

As lipases podem ser produzidas por diversos micro-organismos cobactégas
Bacillus sp., Candida rugosa Candida antartica, Burkholderia cepacia, Pseudomonas
alcaligenesfungosAspergillussp., Rhizopussp., Penicillium sp., Mucor, Geotrichumsp., e
levedurasTulopis sp. eCandidasp. (BONet al, 2008; FERNANDES, 2007; LIt al,
2006). O aumento de sua comercializacdo deve-se, dentre outros motivoteresse de
muitas induUstrias e instituicbes de pesquisa ou unidades expersneitaiabela 3.1
apresenta diversos micro-organismos produtores de enzimas e adiv@spempresas

comercializadoras.

Tabela 3.1. Micro-organismos produtores de lipases e suas respectivasesaspr
comercializadoras (JAEGER e REETZ, 1998).

Micro-organismos produtores Empresas comercializadoras

) ) Fluka, Biocatalysts, Amano, Boehringer
Burkholderia cepacia )
Mannheim

Candida antartica A/B Novozymes, Boehringer Mannheim
Amano,Biocatalysts, Sigma, Boehringer

Candida rugosa _
Mannheim, Fluka, Genzyme

Chromobacterium viscosum Asabhi, Biocatalysts
Pseudomonas alcaligenes Genencor
Rihzomucor miehei Amano, Biocatalysts, Novozymes

_ Biocatalysts, Boehringer Mannheim,
Thermomyces lanuginosus
Novozymes




A producao de enzimas pode ocorrer por meio de fermentacdo subn®rsadE o
substrato é liquido, ou fermentacdo em estado solido (FES) onde o substrigm baixa
quantidade de agua (DlA&t al,.2006; Llet al, 2004 e 2005; SHARMAt al, 2001).

A FES apresenta grande vantagem devido a possivel utilizacdesideas agro-
industriais como substrato, fornecendo uma alternativa para melhogeor@mia na
producdo. Existem diversas op¢des de substratos como, por exemplo, resdoeeniz de
palma, trigo, bagaco de cana, casca da banana entre outchsogesdbm baixo valor
agregado, porém apresenta desvantagens como dificil manutencdo dogrparéndéicil
recuperacdo do produto (KARTHIKEYAN e SIVAKUMARB, 2010; WAN& al, 2009;
KRISHNA, 2002; SABUet al, 2005).

Entretanto a FS € mais indicada para crescimento de ba&deasduras, onde séo
frequentemente utilizados os agitadores orbitais. A escolha daa fale cultivo na
fermentacdo submersa se da devido a maior transferéncia deioxigée é um fator
importante para producao de lipase e maior controle de suas corglighe® comparado a
fermentacdo em estado sélido (CARVALHD al, 2008; COUTO e SANROMANM:t al,
2006; TAN 2003).

O meio de cultura é um fator determinante, pois a sua composi¢ao pegldtar em
rendimentos positivos ou negativos em relacdo a producdo da enzio@teAde carbono,
principal caracteristica do meio de cultura, é derivada de caabmsdrdleos ou gorduras,
triacilgliceridios puros, acidos graxos, glicerol e surfactantest(al, 2004 e 2005). Os 6leos
vegetais (oliva, soja, girassol, gergelim, semente de algoddw miamendoim), quando
usados como fonte de carbono, resultam, geralmente, em altos niveigdaele lipolitica,
ao contrario dos 6leos animais que inibem a producédo de lipases (FEAC&, 2009;
BURKERT et al.,2004). Carvalhet al (2008) utilizaram diferentes dleos para a inducéo da
producéo de lipase, por fermentagdo submersa, e identificaram quede @eco apresentou
melhores resultados quando utilizado como agente biolédgemitius sp ITP-001.

Feitosa (2009) estudou a producdo de enzimas lipoliticaBaddlus sp. em
fermentacdo submersa, avaliando o efeito da concentracdo do indutod€deoo), pH e
temperatura, tipo e concentracdo de surfactante (Tween 80, Trii®0 ¥-PEG 1500). Na
obtencéo da enzima lipolitica a concentracéo de 4% (m/v) do élecd@m@mnoveu a maior
atividade hidrolitica (3.455U/mL), a faixa entre pH 5,0 e 7,0 e teatyraxs entre 30° e 37°C

alcancou a maior atividade hidrolitica (4.617U/mL). Dentre os suntestautilizados, Tween
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80 e Triton X-100 foram os mais efetivos na producao de enzima catharmoncentracao
de 1,0% (Triton X-100 de 7.185U/mL e Tween 80 de 6.882U/mL). Esse estgdtiaegie 0
aperfeicoamento das condi¢cdes do meio de cultura sdo fundamengagbfmrcdo de uma
maior produgédo de enzimas, tornando-se mais atrativo quando comparadaagezdizado
por Corzo e Revah (1999), que na producéo e caracterizacao da lipyaseosea lipolytica
utilizaram como fonte de carbono 0,5mg/mL de Tween 80, a 34°C e pH 6,0, obteado
atividade lipolitica de apenas 7,4U/mL em 48 horas de fermentacéo.

O bioproduto resultante de uma fermentagéo pode ser submetido adetapaaracéo
e purificacdo para recuperacdo da biomolécula de interesse eim déveoncentracado e
pureza desejadas. De acordo com Pessoa Junior e Kilikian (2005) ooprdaunhdustria
biotecnoldgica sdo altamente diversificados, bem como sua l@éaizan relacdo a célula
(intracelular ou extracelular), necessitando assim de puriicagdpurificacdo pode ser
dividida em quatro etapas principais: separacdo de célulagsefragmentos do meio de
cultivo (clarificacdo); concentracdo e/ou purificacdo de babsolugdo (precipitacao
fracionada com adicdo de sais ou solventes organicos); purificdgadalta resolucéo
(cromatografias) e finalmente, operacées para acondicionamen&d d@o produto
(cristalizacéo e liofilizacao). O grau de pureza necessamemziena depende de sua aplicagdo
final e sera determinado pelas caracteristicas fisico-gasmpropriedades bioldgicas, fonte
da qual a enzima esta sendo purificada e tecnologia de purificacédo disponivel.

Souzaet al (2010) realizaram estudos de purificacdo da enzima lipase parec
suino por meio da extragdo em SAB, utilizando mistura de um policognoum sal em
solucéo aquosa, avaliando a influéncia da massa molecular e concentragbetitenoglicol
(PEG), concentracdo do fosfato do potassio Kbj), cloreto de sodio (NaCl) e a
temperatura. A maior purificacdo foi obtida com PEG 8.000 a 14,5°C, mangendo
concentracdo de NaCl pois a sua adicdo n&o promoveu maior puofidac@&nzima,
demonstrando assim a eficiéncia do sistema aquoso bifasico pficagio de lipase com o
fator de purificacdo de 3,89, uma vez que estudos como o @ &liL(2008) alcancaram um
fator de purificacdo de apenas 1,5 de lipase extracelular.

O potencial tecnolégico aliado a comercializacdo e aplicagdlipdse devem-se a
caracteristica dessa classe de enzima em atuar nadeterfg@nica-aquosa e sobre a ligacéo
éster de varios compostos, catalisando reacdes de hidrélise.daldndrélise, as lipases

também catalisam reac6es como esterificacéo, transestgdii (interesterificacdo, alcoolises
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e aciddlises), amindlise (sintese de amidas) e lactonizagfiogRB.1). A atividade de agua
do meio reacional € um dos fatores determinantes para cada d&ggacdo e entre 0s
processos quimicos de maior interesse industrial estdo as reatd@ismdas pelas lipases, as
quais representam aproximadamente 20% das biotransformac¢fedasa(izREICHELet
al., 2010; PAQUES e MACEDO, 2006).

Hidrdlise
[0} O

J\ ; + H0 —— )J\ + R'OH

R OR - R OH

Esterificagio

+ RENH, —/—= J\NFF + ROH

Lactonizagdo
o] 0

/\H)J\ S '[fn[ + RIOH
HO n OR O

Figura 3.1.Reac0es catalisadas pela lipase (PAQUES e MACEDO, 2006).

As enzimas apresentam estruturas primaria, secundarig@rieerou quaternaria A
estrutura primaria dessas macromoléculas corresponde a seqdénaminoacidos; a
estrutura secundaria, por sua vez, tem a presenca de cadeias idalgems quais adotam
configuracdes espaciais interagindo com aminoacidos e formanagoartipo a-hélice ou
folha tipo B; a estrutura terciaria resulta das interacdes entre atidiegaque provocam
torcdes e dobramentos de regides das macromoléculas configaraitioativo catalitico da

enzima, o que é determinante para sua atividade biolégicaptuesiguaternaria refere-se a
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interac@o entre as cadeias polipeptidicas e subunidades distictmseeem algumas enzimas
complexas de regulacdo (BORZAHM al, 2001; LIMA et al, 2001). Portanto, para melhor
entendimento da acao lipolitica e do fenbmeno da ativacdo interfaziaé necessario a
descricéo da sua estrutura, como mostrado o diagrama de fitpastadeCandida rugosae
daBacillussp. na Figura 3.2.

(b)
Figura 3.2.Diagrama de fitas da lipase @andida rugosda) e daBacillussp. (b)
(GUNCHEVA e HIRYAKOVA, 2011; CYGLER e SCHRAG, 1999).

A lipase deCandida rugosqLCR), Figura 3.2.a, apresenta um sitio ativo formado por
uma triade catalitica constituida pelos aminoacidos seriithy aspartico (ou glutamico) e
histidina. O residuo nucleofilico serina esta localizado no Gsiatnda fita 35 de um
pentapeptideo altamente conservado, formando uma caracteristicpabrigoem torno de
a”, designada como o canto nucleofilico. O mecanismo de catéliipade LCR leva a
postular que no sitio ativo da lipase intervém residuos de seringjnlisé glutamina
(CYGLER e SCHRAG 1999). A lipase ddacillus sp., Figura 3.2.b, possui conformagdes
gerais de uma proteina, com triade catalitica também farpadserina, acido aspartico e
histidina e os residuos de aminoacidos (isoleucina e metioninag. ¢dest, apos a exposicao
ao solvente, apés do ataque nucleofilico, sera produzida a carga negativa sxigénio e
assim estabilizada por meio de ligacdes de hidrogénio pelos redligll®ds Met78, que
formam o bolsdo do oxianion na lipaBacillus sp. O bolsdo oxianion desta enzima é ativado
na presenca de solvente, este mecanismo catalitico € difdeefdema geral das diferentes
lipases onde a mecénica de formacao catalitica € ajustatiprale transicdo da enzima na
conformacao da tampa aberta ou fechada de acordo com a afinidadbstaatis. E devido a

estas informacdes, sugere-se que li@aellus $. tenha uma estrutura ternaria flexivel a

9



qual determina sua propriedade bioquimica (variacdo de pH e sorpgGUNCHEVA e
ZHIRYAKOVA, 2011).

De acordo com Jaeger e Eggert (2002) as lipases possuem altHicestquhe,
estereoespecificidade, regiosseletividade e quimiosseletividade, semdm & caracteristicas
hidrofilicas/hidrofébicas responsaveis por esta especificidadeanBoras atividades podem
ser facilmente influenciadas por sua natureza, com proprieda@ileasede interface em que a
ativacdo da enzima por adsorcao pode facilitar a chegadacaatisid, que € a superficie da
enzima constituida de residuos de aminoacidos da cadeia protéicgrapamao-protéico,
geralmente complementar & molécula do substrato, sendo entdo resppesd atividade
bioldgica da enzima por meio dessa area de “ativacao interfacial”.

O sitio ativo € responsavel pela alta especificidade da li@asgdelo mais comum
do sitio ativo é o modelo chave fechadura (Figura 3.3.a), proposto por FistHe394,
porém necessitou-se explicar a estabilizacdo da enzima adesde transi¢cdo. Sendo assim
em 1958, Daniel Koshland modificou o modelo anterior, criando o modelo de encaixe
induzido (Figura 3.3.b), que explica a interacdo do substrato com a epeiaada
reorganizagdo da estrutura da enzima, onde o sitio ativo é induzidnaaalteracao
conformacional até que o substrato acesse completamente o g@idatnzima e forme o
produto (FISCHER, 1894; KOSHLAND, 1958; COPELAND, 2000).

E + NSy =/
L \ I; ;
()
- - —I'=J -
Y . ) ('\/‘..ﬂr ‘?_
E ) + -"‘;.S h = &
L\ B

(b)
Figura 3.3.Mecanismo de a¢do enzimatica segundo o modelo “dieabhadura” (a)
a teoria do encaixe induzido (b) (MARTINS, 2006).
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O mecanismo cinético da lipase é descrito pelo modelo Ping-pong digoial aplica-
Se aos mecanismos em que um ou mais produtos séo liberados da etesngaa todos os
substratos sejam adicionados. Assim, esse mecanismo ocorre coiéseri na Figura 3.4
onde A e B representam os substratos (reagente), P e Q os prodaiteazitha, EA e EB
complexos enzima substrato formados com os reagentes A e Btik@spente e Acil-E
representa a enzima acilada. O grupo a ser transferido érpridesiocado do substrato A
pela enzima para formar o produto P e uma forma modificada da efizhjaisso ocorre
devido ao ataque nucleofilico na ligacao éster do substrato pelo atawméeo do grupo
hidroxil do residuo serina do sitio ativo apds a abertura da tanspdanelo na formacéo de
complexo enzimatico acilado e desprendimento de espécie alcool d@mtsubsginal. Em
seguida ocorre a transferéncia de EA para o segundo substfatm8ndo-se o produto Q e
regenerando-se (E), por meio da hidrélise do complexo enzimaticdea(MOET e VOET,
2004; HEDSTROM, 2002; DAGGET®Et al, 1991). Entre as enzimas com este tipo de
mecanismo encontram-se algumas oxirredutases, transferasesskslmproteases de serina
(KRAUT, 1977).

E EA Acil-E EB E

Figura 3.4.Mecanismo cinético de ping-pong bi-bi para uma reagaomatica
(PAIVA et al, 2000).

A guantidade de agua no meio influencia fortemente na atividad#icatda enzima,
para baixos teores de agua, a atividade enzimatica € geralbexée a qual aumenta
proporcionalmente com a da camada de hidratacdo da enzima, 0 que € decd@lo a
lubrificante, aumentando a flexibilidade interna da enzima. Por @ao) & diminuicdo de
atividade pode ser devida as limitacdes a transferéncia geangigvido ao transporte do

substrato pela fase aguosa, ou agregacdo das particulas dadmta(&AIRES-BARROS,
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2002). Segundo Paiwet al (2000) a influéncia da agua no mecanismo ping pong bi bi pode
ser descrita pela equacéo genérica, Equacao 3.1., por meio ddadsgate hidrélise gerando
um acido e um alcool a partir de um éster, considerando a inibigdsydestrato e pelo
produto. Na presenca da agua em excesso no meio reacional a equagiwifieéada
tornando-se semelhante a reagdo de Michaelis-Menten, conforme descqteagad=3.2.

- ([E_g][w] B [A;][Ac]]

eq

v K [ES]+ Vo

max.r~ - m W

i

K v . K. w. ...
K“‘,‘ET [IV]_I_ m,;" max. f I:AI}'F m, Al Vma.\.f [AC]'F

eq eq

(3.1)

K ,v . K .v b i
Vi [Es T+ =2 [ ] =2 [ L] =L i)
g1, Ex

" it ”
Em que: Ac: acido; Al: &lcool; Es: éster; W: agua; os sultesch e r denotam o sentido
direto (hidrélise) e reverso (sintese) das reagdes, respeatitear@@hax; Vmaxs Keg Kmac

Kmes Kies Kmw; Kma € Kiac Sd0 parametros globais relativos as velocidades maximas,
constante de equilibrio, constantes de Michaelis-Menten e constantesibigo,
respectivamente, que podem ser ajustados independentemente a padadade de

concentracdo de produtos e reagentes.

. 1',1:1;2:;,;;;35,;-‘,,”9 [E_S']
K +[Es] 32)

m, [!p(”'i’_‘f!ff

Em que: Vhasaparentedefinida como Wax {W]/(Km,W + [W]) denota a velocidade maxima
aparente da reacdo no sentido direto (hidrolise},gydfenedefinido como K, edW]/(K mw
+[W]) denota uma constante de Michaelis-Menten aparente.

O estudo dos parametros reacionais para sintese enzimaticapoone@emplo, pH,
pressdo e temperatura tém contribuido para melhor entendimento dosmecedgi reacdes
enziméaticas, processos de desdobramento de proteinas e moleadgéeaninantes da
estabilidade em condi¢cdes extremas. A temperatura € uma dageigamais relevantes em

qualquer sistema biolégico e no caso dos processos enzimaticoaghwata temperatura
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pode causar impacto ndo sO na atividade enzimatica, mas tamtEstaliidade da enzima
(RATHI et al, 2000).

A elevacéo da temperatura acima da condicdo Otima da enzimadalaomentar a
velocidade da reacdo pode promover a inativacdo da enzima. Este fatelonewde ocorre
porgue na presenca de agua e alta temperatura, a mobilidade dagama@@mentam e isso
causa a instabilidade na enzima e possivel desnaturacao. vagaatitérmica de enzimas
pode ser também conseqiéncia do enfraquecimento das forcas intelaneteresponsaveis
pela preservacdo de suas trés dimensdes levando a uma redugdacapasidade catalitica
(DALAL et al, 2008; MISSET, 1993). A inativagdo pode envolver a interrupgéo da ligacao
covalente ou ndo covalente molecular, com subsequente agregacéo ou tobrdmedos
requisitos para avaliar as condi¢cdes do processo enzimatico é o nmritecsobre cinética
para avaliar corretamente o desempenho da enzima e enconfaraosetros ideais do
processo (BOMMARIUS e BROERING, 2005).

Portanto, diversos estudos séo feitos no sentido de melhorar os proeepsaducao
de lipase e tornar o0 seu uso atrativo para biotransformacdesy @or exemplo,
desenvolvimentos recentes em enzimologia, principalmente engetddamateinas e reacdes
enziméticas em meios ndo-aquosos, imobilizagdo de enzimas, esti#dic®sie avaliagdo da

estabilidade enzimatica e desenvolvimento de biorreatores.

3.2. IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

As enzimas livres tém sido utilizadas por séculos nas induspasm a sua
valorizacéo torna a aplicacao industrial inviavel. Para que abgitrmacao possa competir
com a producdo quimica, alguns pontos de natureza técnica deveansderados, como
por exemplo, a possibilidade de desnaturacdo da enzima livre, darasteou estocagem,
por fatores quimicos, fisicos ou biolégicos, o que torna necessario gaprate enzima
contra ataques de solventes durante a reacao de catalise. £&omt@$o recentes avancos
em nanotecnologia resultam em materiais nanoestruturados areasivma ampla gama de
aplicacdes na biocatalise e novas técnicas de imobilizacateséovolvidas para fornecer a
estabilidade da enzima e facilitar a sua recuperacao kzem#o sem perda significativa da
sua atividade (KIMet al, 2006;VILLENEUVE et al, 2000).
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3.2.1. Métodos de Imobilizacdo de Enzimas

Na literatura especializada existem diversas formas dsifit@acédo dos meétodos de
imobilizacdo de enzimas, o que pode ser resultado também pela combieagd@todos
bésicos, dentre eles os métodos baseados no tipo de interacéo respatesavelbilizacdo:
meétodos quimicos envolvendo a formacgédo de, no minimo, uma ligacdo coal&etes
residuos terminais de uma enzima e um grupo funcional do suporte, odweagreu mais
moléculas de enzima; métodos fisicos que envolvem as forgaas fisino adsorcéo,
interacdes eletrostaticas; a encapsulacdo ou microencapsalacawtrizes poliméricas; a
natureza do suporte: porosos ou nao-porosos, organicos ou inorganicoei(BON00S;
ZANIN e MORAES, 2004; ZABORSKI 1973). Na Figura 3.5 apresenta-se sifetagsdo dos
métodos de imobilizacdo proposta por Kennedy e Roig (1995) que combitarezaala
interac@o responsavel pela imobilizacdo e o tipo de suporte utilizado.

ENZIMAS
| |
Enzimas insollveis Enzimas sollveis
. Lioacio sem com
Encapsulacéo 9a¢ derivatizagdo derivatizagdo
em gel em fibras J|microencapsulacdo ||ligacdo simples | reticulacéo |
I
adsorcao ligacéo idnica quelacéo ligacéo covalente

Figura 3.5. Classificagdo dos métodos de imobilizagdo (ZANIN e MORAES, 2004).

As nanoparticulas enzimaticas, moléculas de enzima cercada poedende escala
nanometrica, resulta em estabilizacdo da atividade enzimabparpionando um sistema
imobilizado estavel para diversas aplicagfes, tais como bioconvéiséiemediacdo, e
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biossensores (KIMet al, 2006). De acordo com Villeneuwt al. (2000) a afinidade do
suporte com a agua também é fundamental, pois em suportes hidroféeastidade de
enzimas adsorvidas € maior, preservando assim a sua atividadesuJ@ouss hidrofilicos
tendem a concorrer com a enzima durante a reagdo. Portanto, azegébilde lipase em
suportes adequados se constitui numa area de interesse e em eatesantvolvimento. O
suporte sera considerado ideal se fixar a enzima de mamewersivel enquanto utilizado,
sem afetar sua atividade e sem interferir na reacao ongke sstdo aplicado (MALCAT At
al., 1990).

A adsorcdo fisica pode ser definida como o enriguecimento de um @ mai
componentes em uma camada interfacial, por meio da fisissor¢ao (na qual ovéwalgdd da
ligacdo quimica) ou da quimissorcdo (na qual ha formacdo dadigaghica), isto pode
ocorrer de acordo com as forcas que unem as espécies envolvidasanesda. Assim esse
processo ocorre quando o adsorbato se fixa a uma superficie cono fang@rvente.
Diferentes tipos de interacdes sédo responsaveis pelas ligaghesantém junto o adsorvente
e 0 adsorbato (ARAKAKI e AIROLDI, 1999). Essa é uma técniogplgs e antiga, na qual a
atracdo da enzima pelo suporte € feita por meio das forcas dievakaals permitindo,
durante o seu uso, a adsor¢do. A adsor¢do da enzima ao suporte pode samia@lizada
por meio de procedimentos diversos, tais como: estético, eletrodepqsigéesso reator-
carga, mistura ou agitacdo da carga. Dessas técnicas, freagamntemente empregada em
escala de laboratério, € a mistura ou agitacdo da carga. Raranésdo sao utilizados
suportes como alumina, carvao ativo, argila, terra, coldgeno (AQMRet al, 2001).
Segundo Balcaet al.(1996), esse procedimento é o0 mais simples e menos oneroso.

A imobilizacéo por ligacéo covalente baseia-se na formacéo dégagao forte entre
a enzima e o suporte, € o método mais difundido, estudado e mais comigldo a
utilizacdo de condi¢bes brandas, porem neste método a enzima imobdizsiavel. Os
materiais utilizados comumente para imobilizacdo sdo: ceramidra, civica e metais. Na
técnica de ligacdo ionica a atracdo da enzima é pelo supdde som ions residuais. A
interacdo ion-ion é mais forte do que as forcas de van des, \Watém mais fracas que a
ligacdo covalente (FERNANDES e CABRAL, 2006).

O meétodo de quelacéo resulta em uma enzima imobilizada na eepddisuporte
com metais de transicdo formando um quelato entre a enzima e @ s@orétodo apesar de

simples possui baixa estabilidade operacional quando em presencataggasitie alta massa
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molecular. Os principais suportes utilizados no método de quelacaodsapquitina, celite,
gelatina e celulose (BOB&I al, 2008).

A reticulacdo ou cross-linking é a imobilizacdo por ligacdo dazpue ocorre pela
ligacdo entre as moléculas por meio de um reagente bifunciomaldéigos grupos néo
envolvidos na catalise e com concentragdo suficiente para a iragdizcomo por exemplo,
o glutaraldeido (FERNANDES e CABRAL, 2006). Kilingd al. (2002) imobilizaram a
lipase pancreatica de porco (LPP) em matriz obtida por ligacheadas entre o alcool
polivinilico (PVA) e o dicloreto de adipoila e utilizaram esgtesna no estudo da reacao de
hidrolise da tributirina. Foram avaliados parametros, como: atividadendana (em
diferentes valores de pH e temperaturas) e estabilidade q@éraperacional e estocagem).
Foi verificado que a atividade especifica original da lipasenfoitida em 63%. Porém, o pH
otimo foi modificado de 8,5 para 9,0 e a temperatura de 30 para 37°C apds a imobilizacao.

A imobilizacéo no interior de fibras pode ser realizada pela digdolde um polimero
como o acetato de celulose em um solvente organico e imiscivelgean séguida da
emulsificacdo da solucdo com enzima logo apOs adiciona-se a&satug um liquido
coagulante que precipita o polimero na forma de filamentos contendo enzimasematas
(FERNANDES e CABRAL, 2006).

O microencapsulamento € um tipo de imobilizacdo versatil, pois teeanmclusao no
mesmo sistema de varias enzimas, bem como de cofatores desdeeglestejam ligados a
polimeros hidrossolaveis. A imobilizagdo ocorre em micro capsulasd@smpor membranas
poliméricas permedveis a substancias de baixa massa malapeemeaveis a enzima
(VILLENEUVE et al, 2000).

Um dos métodos mais recentes de imobilizacdo é o de encapsalagdma fica
localizada dentro de uma matriz polimérica ou membrana, sendoresésgp uma mera
retencdo fisica da proteina, impedindo o ataque durante a particAobsimate. A
encapsulacao pode ser subclassificada em: fibras, microencapsilagéapsulacdo em gel
(WISEMAN, 1995).

Dentre as enzimas mais utilizadas na encapsulacao emigakeaimobilizada possui
uma ampla utilizacdo comercial. Segundo Jose e Prado (2005) durardetempd pouca
atencao foi dirigida aos métodos de imobilizacdo. Os métodos trmaikibaseavam-se em
maior parte na adsorcdo em polimeros hidrofébicos e somente receetemea das técnicas

mais promissoras tem sido explorada como, por exemplo, a técnigel,sqlie € a técnica
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mais utilizada para preparo de uma matriz hibrida. Na téepiegel a enzima é retida no
interior de uma matriz de polimero insolivel no meio da reacéo, o disadbr € misturado
com um fluido precursor do gel seguido de gelificacao por polingé&dzau precipitacao
(BON et al, 2008; PINHEIRCet al, 2008).

O processamento de tais reacdes leva ao surgimento de caderasriqms
inorganicas, que interagem entre si, formando um reticulado trndioveal (gel), onde a
lipase ou outras enzimas podem estar localizadas na superfgtipatte, no seu intersticio e
totalmente encapsulada (Figura 3.6), nesta abordagem, poros eddanaiges sdo formados
variando de 0,1 a 500 nm de tamanho, exigindo assim um processo cuidadosozdeauimi
para evitar a lixiviacdo das enzimas (Ké¥lal, 2006; REETZt al, 1996). No entanto, uma
vez que a lixiviacdo da enzima € impedida, a técnica sol-geltaeem uma forma
relativamente estavel de imobilizagdo de enzimas, uma vez lgpm @juste da molécula de
enzima dentro dos poros sol-gel impede o desdobramento e desnaturagéaindas
encapsuladas. Nesta técnica, os materiais organicos parsteerarezolvidos com polimeros
coloidais durante a solidificacdo por resfriamento natural. Estdsriais podem ser 0s
responsaveis pelas caracteristicas da estrutura supeffiaatalisador sélido, como tamanho
dos poros e area superficial. A utilizacdo do método sol-gel na etagis das enzimas
permite a estabilizacdo da estrutura terciaria da proteindodawi aprisionamento pelo gel
(SANTOS, 1999).

Lipase i CH, ;f ”

Figura 3.6. Caracteristica fisica e composi¢cdo quimica da lipase imobilizada &in so&
gel (adaptado de REET&t al., 1996).
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A Figura 3.7 mostra a reacdo quimica do processo sol-gel convencional. A rimeir
etapa corresponde a hidrolise enquanto a segunda etapa correspondendgnaagdo do
silano (PAULAet al,, 2008).

Si(OEty—> n(EtO)Si(OH).x — (SiQ),
Figura 3.7. Reacao quimica do sol-gel (PAUL&& al., 2008).

O processo sol-gel envolve diversas varidveis, como tempo e témnpeta reacao,
natureza do catalisador, concentracdo de reagentes, entre ouass/aeaveis determinam
as caracteristicas finais dos materiais, incluindo a porcentdgéidrolise e condensacédo de
grupos reativos, densidade de reticulagdo e homogeneidade do produto. Atenadiis/os
quimicos podem ser usados para melhorar o processo e obter matemaisielhores
propriedades, o que possibilita modificacbes nas propriedades mecarucdarole de
porosidade e ajuste no balanco hidrofilico/hidrofobico (PAWLAI, 2008).

No intuito de superar as limitacbes dos métodos de imobilizacao, alivierstativas
sao feitas para controle das condi¢bes do processo, tais como:delgdluentes organicos
ao substrato e aditivos para aumentar a estabilidade. Além dandaidluéa secagem,
resultados surpreendentes com o uso de aditivos (polietilenoglicol —p@E@ilalcool —
PVA, albumina — ABS, gelatina e outros) no processo de imobilizadé&amdio a técnica
sol-gel (SOARESet al, 2006). Estudos tém apresentado resultados quanto & encapsulacdo da
enzima em sol-géis, onde desenvolveram técnicas semelhantes eparagéio de
biocatalisadores, envolvendo diferentes precursores (tetrametoxissda TMOS,
metiltrimetoxissilano — MTMS, propildimetoxissilano — PDMS, propiietoxissilano —
PTMS e outros), enzimas, solventes e formas de secagem. Ossaetsgaltam diferentes
desempenhos dos biocatalisadores imobilizados devido a forma de secagaso, da silica
xerogel por evaporacdo e aerogel em meio supercritico (REE®RI, 1996, PIERRE e
BUISSON, 2001).

A influéncia do aditivo PEG foi observada nos resultados obtidos pelo estudo
comparativo da atividade hidrolitica da LCR livre e imobilizada pektodo sol gel
utilizando o substrato a emulsdo de azeite de oliva, no &mbito do smoaié Michaelis-

Menten, os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2.Comparacdo de atividade hidrolitica (SOARE 3L, 2006).

Experimento Atividade Hidrolitica(U/mg)
Lipase livre 152,77
Lipase encapsulada 66,38
Lipase encapsulada na presenca de PEG 128,92

A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que a l{pasdida rugosa
imobilizada pela técnica sol-gel na presenca do aditivo PEGeapoesatividade hidrolitica
similar a enzima livre. No estudo realizado por PAUEAal. (2008) foi comparada a
eficiéncia da imobilizacdo de lipagandida rugosautilizando os métodos de imobilizacao
por adsorc¢éo fisica, ligacdo covalente e encapsulacao, juntamentecoonposto hibrido de
POS-PVA e solugéo aquosa de polietilenoglicol. O POS-PVA na iretib por adsorgéo
fisica, mostrou atividade hidrolitica média de 480U/mg (96,5% de rendimeat
imobilizacéo), para a imobilizagcdo em POS-PVA ativado com gldigido a atividade média
da imobilizacdo foi de 407U/mg (81,5% de rendimento de imobilizacdo), paylexia ter
resultado esse decréscimo € uma modificacdo conformacionatideaedurante a fixacdo ao
suporte, alterando a estrutura tridimensional do sitio ativo da enwmando partes da
molécula enzimatica inacessiveis ao substrato. Para técniesmcdpsulacdo ndo houve
expressado de atividade do sistema resultante, o que pode estadasa rigidez da estrutura
da matriz conferida pelo PVA, que promoveu limitagdes relacionadasnsferéncia de
massa e impedimento estéreo da enzima, devido ao aspecto qeeldadigistema
imobilizado, podendo assim ser uma boa oportunidade para estudos de adilifezentes

técnicas para preparacdo do sistema imobilizado.

3.3. APLICACAO INDUSTRIAL

O uso de enzimas livres ou imobilizadas como catalisadores desgwedadustriais é
de fundamental importancia para obtencéo de produtos de maior va&gadgrem sintonia
com as demandas de carater tecnolégico, de mercado e preserabitad, que norteiam
0S processos produtivos internacionalmente (B&DMl, 2008; AQUARONEet al, 2001).

Devido ao potencial biotecnolégico da lipase e facilidade de producéo a sua doragécia
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aplicagcéo industrial vem crescendo aceleradamente e tornaattersativas viaveis para as
sinteses quimicas, dentre as principais pode-se citar a indles@ianentos, bebidas, téxtil,
papel e celulose, detergente, medicamentos, bioinseticidas, oleoqufarimacéutica,
cosméticos e fragrancias, roupas, couro, tratamento de efluerdsglgos e producdo de
etanol e biodiesel. As lipases sdo consideradas 0 terceiro maipo gle enzimas
comercializadas, rendendo um negocio de bilhdes de délares (JAEGE&GERT, 2002;
HASAN et al, 2006).

Os setores de alimentos, bebidas e produtos de limpeza responded@%oata
demanda de lipase para uso industrial, segundo o estudo feito pela Wiand<€Erzindustria
de detergente € o campo que mais utiliza a lipase no seu praeessdrolise de gordura
representando a venda de 1000 toneladas de lipases por ano para esseefica de 30%
das vendas totais de lipase (B@hal, 2008; SHARMAet al, 2001).

Devido ao seu poder de hidrélise de gordura as lipases sdo aphoaplasnente na
induUstria oleoquimica resultando assim na reducdo de gastos cona enargiimizacdo da
degradacdo térmica dos compostos para a producdo de Oleos comestiveduras,
manteigas e margarinas (HASAd\al, 2006).

As lipases sdo empregadas na hidrolise de triglicerideos @atencdo de
monoacilglicerideos como emulsificantes para producdo de produtgseb@ecabelo, 6leos
de banho. Os emulsificantes também representam ésteres desenteseercial na area de
solventes, diluentes, plastificantes, surfactantes, industria farmacéatibicidas e pesticidas
(BON et al, 2008; HASANet al, 2006). Além da producdo de emulsificantes, destaca-se a
producdo de biodiesel pela sintese de ésteres em ambientes &tjos-rtgdizando lipase
(LU et al, 2009; SALISet al, 2005).

Na literatura mundial o0 meio académico e o industrial tem reuesforcos na
producdo de artigos e patentes na area da biocatalise. QUINT&ELAIA2009) avaliaram a
evolucéo e razdo anual de artigos e patentes (Figura 3.8jieavan uma curva exponencial
com padrao de tecnologia emergente, o que indica que a biocatalisiiiconmsa area ainda
competitiva em termos de pesquisa cientifica e da apropriac&@mbecimento por patentes.
As Figuras 3.8.a e 3.8.b mostram que o potencial de artigos e pdiegidsiras foi mais
expressivo a partir de 2005, quando o Brasil comecou a apropriar centanéinuidade o
pedido de patentes, mas ainda € pouco e assim € necessario géac#ss ale fomento

brasileira bem como o Estado Brasileiro aumentem o incentivo.
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A razdo anual entre o numero de patentes e de artigos do mundo, Fiara
manteve-se baixa de 1998 a 2002. De acordo com Quietedlh (2009) este quinquénio
compreendeu a etapa de acumulo de conhecimento, ainda sem condoé@netapoderia e
de como deveria ser apropriado sob a forma de patentes. E apOgieske yerificou-se a
fase de elevacdo de depdsitos de patentes, correspondendo a mataragdéodde
desenvolvimento tecnoldgico, tipica de uma tecnologia emergente eatencial futuro,
sendo ainda reforcada pelo grande interesse internacional embbgtorais e pelo

crescimento da consciéncia de preservagao.
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Figura 3.8. Evolucao de artigos e patentes sobre biocatalise (a,b) e a razdo anuallre® Bra
no mundo (c) (adaptado de QUINTELIlsh al, 2009).

Na avaliagdo do percentual de artigos utilizando a biocatpise producdo de
biodiesel, tem-se que desde 2000 a participacdo brasileira tecidorsensivelmente a cada
ano. Desta forma é importante salientar que a participacaoebeasieste tema tem se
firmado em nivel internacional. Entretanto para a viabilizagdo ecoadeniambiental da

biocatalise, € necessario o reaproveitamento de coprodutos (efleestdprodutos), seja
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com alto ou baixo custo preparativo, 0 que requer mais estudos. Além tissa-se
promissor o desenvolvimento de novas rotas bem como o melhoramento da qualidade,

eficiéncia e relacdo custo/beneficio daquelas ja existentes.

3.4. PRODUCAO DE ESTERES ETILICOS (BIODIESEL) E EMULSIFICANT ES

Oleos e gorduras, de origem vegetal ou animal, e seus derivadosaconostiveis
foram utilizados no século XIX quando Rudolph Diesel, inventor do motor a ctinbus
interna, utilizou em seus ensaios petrdleo cru e 6leo de amendoim devimhixo custo e
alta disponibilidade do petréleo a época. Contudo, o uso direto de Oleoais/ageho
combustivel para motores € problematico devido a sua alta vist®siaior densidade e
baixa volatilidade e geram varios problemas. Desta forma, nafaranacdo de oleos e
gorduras de origem vegetal ou animal em ésteres de alcodsleia curta tem importancia
estratégica para o setor energético, pois possibilita a obtengém geoduto, o biodiesel,
com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao Oled dies&ombustdo leva a uma
reducao substancial nas emissdes de poluentes (KEGL, 2008; POLAINA e MACABE, 2007).

Para a obtencdo do biodiesel pode-se usar diferentes vias, tais pimjtise,
microemulsfes e transesterificacdo. Na reacdo de pirolisear ap@sproduto obtido ser
guimicamente semelhante ao diesel proveniente do petrdleo, a remhooggigénio durante o
processo térmico elimina parcialmente o beneficio ambientaraiiui® (MA e HANNA,
1999). Na producédo por microemulsdes o processo tem o objetivo de resoleblemprda
viscosidade dos Oleos vegetais, mas nem sempre iSSO ocorre, pois estuldd®ratorio
demonstram que houve depdsito de carbono e aumento da viscosidade do produt®  EUN
GUO, 2006).

Segundo Suareet al (2007) a principal tecnologia para obtencdo de biodiesel no
Brasil e no mundo é a transesterificacdo (ou alcodlise) alchtmaogénea de Oleos e
gorduras. A transesterificacdo € um processo de troca de gaap@sentre moléculas de
ésteres e acidos (acidodlise), entre ésteres e outros €stemesterificacdo) e outros ésteres e
alcodis (alcodlise) O catalisador é adicionado a reagcdo paw teste processo possivel
(PINTO et al, 2005). Na transesterificacdo de diferentes Oleos e gorduradglicarois
reagem com moléculas de alcool de cadeia curta, geralmetaaahou etanol, e produzem

ésteres e glicerol, Figura 3.9.
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Catalisador, - o |
HC —OCOR" + ROH —_—_—— ROCOR" T HC—™OH
+
H,C ——OCOR™ ROCOR™ HaB——0OH
Triglicerideo Alcool Mistura de monoalquil Glicerol

ester
R', R", R" = Cadeia carbonica do acido graxo

R = Grupo alquil do alcool
Figura 3.9. Esquema da transesterificacdo de um triglicerideo para producgéo de biodiese
(SUAREZet al, 2007).

De acordo com Suarext al. (2007) a reagdo de transesterificacdo é composta de trés
reacfes consecutivas e reversiveis, nas quais sdo formadosridigtis e monoglicerideos,

como pode ser vista na Figura 3.10.
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Figura 3.10.Esquema da transesterificacao detalhado para producéo de biodiesel (a) e o

perfil cinético da transesterificacdo metilica de um triglicerid¢SUAREZet al, 2007).

Apesar da estequiometria geral da equagéao requerer trés mol do mono-a&cabpar
mol de triglicerideo, a reversibilidade das trés primeiragdes exige um excesso de alcool
no meio reacional para promover um aumento no rendimento em monoalcocigas &

recuperacdo da glicerina. Sabe-se, ainda, que na presenca detaguseré verificado o
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equilibrio entre os diferentes ésteres e seus respectivos gados e alcodis (glicerina e/ou
monoalcoois), conforme Figura 3.10.a. Outro aspecto interessante dsstiafisacdo de
Oleos vegetais € seu perfil cinético. A transesterificacaoigliEeerideos ndo ocorre em uma
Gnica etapa, a conversdo do monoglicerideo em éster metilietilmo constitui uma etapa
lenta da reagdo. A Figura 3.10.b ilustra o perfil cinético tipicaratessesterificagdo de um
triglicerideo em termos das concentracdes de tri-, di-, monogliceridendieshi.

As matérias-primas para a producao de biodiesel sdo: Oleosisegetdura animal,
Oleos e gorduras residuais. Entre as gorduras animais, destacasebo bovino, os 6leos de
peixes, o 6leo de mocotd, a banha de porco, entre outros. Os 6leos e g@sidiassy
resultantes de processamento domeéstico, comercial e industientapodem ser utilizados
como matéria-prima (VOET e VOET, 2006).

Tratando-se de 6leos vegetais, atualmente conhece-se aproximadabetipos de
leguminosas de Oleo identificadas, entre elas acredita-se quassotji canola, soja, palma,
dendé, mamona, e Oleo de amendoim sdo considerados potenciais como fontes de
combustiveis alternativos. Os Oleos vegetais sdo produtos naturaiguioos por uma
mistura de ésteres derivados do glicerol (triacilgliceréigiglicerideos), cujos acidos graxos
contém cadeias de 8 a 24 atomos de carbono com diferentes grausutag@igatonforme
Tabela 3.3 (RINALDI 2007).

E importante ressaltar que varios tipos de 6leos, com diferentgsosigdes em
acidos graxos podem ser usados para preparacdo de monoglicerdisgseno® mais
utilizados apresentam alto teor de 6leo na semente das oleagiteosaga, amendoim,
girassol, babacu, e palma. O 6leo de soja apresenta uma composi@Eoentada em cinco
acidos graxos principais: palmitico (15:0), estearico (18:0), o{@8d), linoléico (18:2) e
linolénico (18:3). Estes &cidos graxos, cuja proporcdo relativa ddaamanstante apos a
reacdo de transesterificacdo, compdem mais de 95% do teor de gieixios do dleo e tal
caracteristica € relativamente constante para a grandeiamaios Oleos comerciais
disponiveis no mercado (FERRA®I al, 2005; NETCet al,, 2000).
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Tabela 3.3.Distribuicdo de acidos graxos nos principais 6leos e gordurazadtl para
producao de biodiesel (RINALDGHt al, 2007).

Composicédo em acidos graxos (% em massa)

Oleo ou
Gordura Laurico Miristico Palmitico Estearico Oléico Linoléico Linolénico
C12H2402 Ci4H2802 Ci1eH3202 CigH3402 CigH3002 CigH3z002 CigH2g02
Algodéo - 15 22 5 19 50 -
Amendoim - 0,5 22 5 19 50 -
Babacu 44-45  15-166,5 5,8-8,5 2,5-5,5 12-16 1,2-2,8 -
Coco 44-51 13-18,5 7,5-11 1-3 5-8,2 1,0-2,6 -
Dendé - 0,6-2,4 32-45 4,0-6,3 38-53 6-12 -
Girassol - - 3,6-6,5 1,3-3 14-43 44-68 -
Linhaca - - 6 4 13-37 5-23 26-58
Milho - - 7 3 43 39 -
Oliva - 1,3 7-16 1,4-3,3 64-84 4-15 -
Soja - - 2,3-11 2,4-6 23,5-31 49-515 2-10,5
Sebo - 3-6 25-37 14-29 26-50 1-2,5 -

O Brasil possui em sua geografia grandes vantagens agronémicassipoarsse em
uma regido tropical, com altas taxas de luminosidade e tetm@eramédias anuais.
Associada a disponibilidade hidrica e regularidade de chuvas, tomaais com maior
potencial para producdo de energia renovavel. Portanto, o Brasil poskie gaencial na
producdo de bicombustiveis com o cultivo de oleaginosas e de cana-de-Bguedgumas
regides, como o Nordeste Brasileiro, podem ser cultivadas algoleaginosas como:
mamona, amendoim, gergelim, babacu e outras (PER&S 2005).

A distincdo dos 6leos com base no seu grau de insaturacao, no tataamholéculas
e pela presenca ou ndo de grupos quimicos reflete diretamentguabdades do
bicombustivel produzido, sendo de uma forma geral, um biodiesel com predaaidénc
acidos graxos combinados e mono-insaturados (ol€ico, ricinoléico) osprpeerdam 0s
melhores resultados (SUAREZ al., 2007).

Para a producdo de biodiesel pode-se utilizar diversos alcogis\dgeRamogt al.
(2006) o biodiesel é obtido industrialmente por transesterificacio ades degetais ou
gorduras animais com alcodis de cadeia curta. No caso do usotdoome biodiesel
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resultante € uma mistura de ésteres metilicos de acidassgmrros alcodis como o etanol,
iso-propanol podem ser usados. Embora metanol seja o mais barato des al&vasil e o
Estados Unidos sdo os maiores produtores de etanol no mundo, portanto humassextdo
sendo realizados com essa matriz energética para producdo deebideiésteres etilicos,
apresentando vantagens sobre o metanol por ser totalmente renovavel guznddooda
cana-de acucar, baixa toxidez e risco de a seguranc¢a, maioorigneztano e um ponto de
névoa menor do que o éster metilico (ENCIN&tRl, 2002).

A transesterificacdo dos triacilglicerois é conduzida em pgasde catalisadores em
condi¢cdes que podem ser homogéneas (acidos ou bases fortes) ou hetefqugénieas ou
bioquimicos) (DABDOUBEet al, 2009; QUINTELLA et al, 2009). Na catélise alcalina, as
bases mais utilizadas sdo os hidroxidos e os metoxidos de sodiassi@@PINTOet al.,
2005). Os catalisadores basicos sdo os mais utilizados na producédieeebpor aumentar
a velocidade da reacdo e permitir que o processo seja conduzido endepnaogleradas de
temperatura e pressao, embora isto exija 0 uso de 0Oleos neutros,ixortetade acidos
graxos livres e com baixo teor de agua. (SUAREAL, 2007; DABDOUBet al, 2009).
Segundo Vicentet al, (2004) a vantagem dos catalisadores acidos (acidos de Bronsted, tais
como acido sulfurico, fosférico, sulfénico e cloridrico) é esterifasmacidos graxos livres e
nao formar sabbes, aumentando o rendimento da reacdo e facilitandmrac®e e
purificacdo das fases de biodiesel e glicerol, porém os sedsaggiodem causar problemas
de corrosdo no motor, além de ocasionar a degradacdo de ésters igsaturados,
promovendo adi¢des eletrofilicas sobre as ligagbes duplas.

Industrialmente na catalise homogénea, a separacéo do catadishproduto é uma
tarefa bem dificil, logo assim os catalisadores heterogém@osendo largamente utilizados
devido a facilidade de separacdo do catalisador da reacdo eeusti&acdo. Os
biocatalisadores, como as lipases, tém sido bastante empregadeszwmpa alcangcam altos
valores de conversdo em condicbes amenas, apresentam facilag&apkr glicerol e menor
formacéao de residuos (ROBLES-MEDIMNAaL, 2009; MACEDO e MACEDO, 2004).

Em fungcdo das vantagens oferecidas, a via enzimatica tem sidegewfgrem
trabalhos de pesquisa nos ultimos anos. Com base nestes estudos, a &ordpaosigtema
afeta diretamente a composicdo das reacles. Portanto, deveuseertewconsideracdo o

suporte, o alcool, o dleo, solvente e o tempo de reacéo (Tabela 3.4).

26



Tabela 3.4 Estudos da producgéo de biodiesel utilizando lipase livre e imobilizada.

. i . Conversa Tempo .
Fonte da Lipase Suporte Alcool Solvente Oleo _ Referéncia
(%) reacional (h)
Burkholderia cepacia Terra diatomacea  n-butanol Ausente Trioleina 100 SALE, 2005
Burkholderia cepacia Gel Hidrofobico Etanol Ausente Soja 67 1 NOUREDD# &L, 2005
_ _Matriz filossilicato
Burkholderia cepacia ael Metanol Ausente Gordura 98 48 H®Ual.,2000
sol-ge
Candida _ » Propano _ ESMELINDRO
. Resina acrilica Etanol . Oliva 60 1
Antarctica supercritico et al, 2008
) ) ) _ Semente de
Candida antarctica  Resina acrilica Metanol tefmtanol . 97 24 ROYONet al.,2007
Algodéo
' _ Matriz filossilicato
Candida antarctica ael Metanol Ausente Gordura 60 48 H®Wal, 2002
sol-ge
Pseudomonas o o
Caulinita n-propanol Ausente Trioleina 100 10 I1S@ al, 2001
fluorescens
Thermomyces . N .
_ Matriz de silicato Etanol Ausente Oliva 77 24 H8LAl, 2004
lanuginosa
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Embora a funcdo natural da lipase seja de quebrar as kgafdeéster de
triacilglicerdis com o consumo de moléculas de agua (hidrolese)jpases sdo também
capazes de catalisar a reacdo reversa sob condicbes microagoosaspor exemplo, a
formacao de ésteres a partir de alcoois e acidos carboxiicogrande numero de trabalhos
nesta area pode ser encontrado na literatura especializada, tendo emmtesessei cientifico
demonstrado por diversos grupos de pesquisa, no sentido de elucidar aslg@degrie o
comportamento de enzimas em meios ndo aquosos, como por exempldfieagdtepara
producao de emulsificantes (OLIVEIR& al, 2000).

A producdo de emulsificantes ocorre por meio da esterificacdo entrécido

carboxilico e um alcool, produzindo éster e agua, Figura 3.11.

o i © 0
OH e
i G .__H 1 )
Acido Carboxilico Alcoal Agua

Ester

Figura 3.11.Esquema da esterificagdo (MARKLEY, 1961).

A otimizacéo dos resultados das reacdes de esterificacdoféne@do do equilibrio
entre as reacdes de hidrolise e esterificacdo para difer@piieacdes. No entanto, isso nem
sempre é facil, porque, quando ha presenca de agua em excesso prowEslocamento
favoravel para a hidrélise. Por outro lado, a reacdo global é ddalgara a esterificagéo
quando na presenca de uma pequena quantidade de agua no meet @AZD09; UJANG
e VAIDYA, 1998). Na esterificacdo em sistemas ndo-aquosos sac ugadinente peneiras
moleculares para o controle da dgua que estd em excesso (CASaRD997).

Rafieeet al. (2008) realizaram a esterificacdo do &cido mandélico cadalisor 98%.
Nandhiniet al. (2006) utilizaram também um catalisador quimico na esteidficdo acido
succinico com etanol e obtiveram o rendimento de 100% apos 3h de reacéao.

Entretanto, estudos utilizam biocatalisadores como alternativa gutrhica, como o
descrito por Freitast al (2007) e Sekeroglet al (2004) para a producdo de ésteres. Em
ambos os casos foi utilizada a lipase imobilizada, alcancando 94,36% de conversaatem lau
de glicerila por 4h (FREITA®t al, 2007) e 17@mol de laurato isopropilico a 60°C apos
50min de reacdo (SEKEROGL&t al, 2004). Em outro estudo foi avaliada a sintese de etil-
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oleato pela lipase isolados 8erkholderia cepacidinhagem LTEB11 imobilizado em trés
sistemas com diferentes suportes: hidrofébico (Accurel EP 100 ®)psutamento em
micelas reversas, e adicdo direta de enzima livre em péeam macional. O melhor
desempenho foi obtido para micelas invertidas com 100% de rendimen@hag@seacao, o
catalisador foi reutilizado por 11 vezes, mantendo a sua atividadeyethmgdo de 50%
somente apés 24 vezes de reutilizacdo (SAL&IMI, 2008). Scroccaro (2009) estudou uma
reacdo homogénea de esterificacdo do acido estearico, formando ocdtearatila ou etila,
bem como desenvolveu um catalisador heterogéneo para realizama neacéo para aplicar

futuramente para a petroquimica de producédo do biodiesel.

3.4.1 Meio Reacional Nao Convencional:Fluido Supercritico

Enzimas livres e imobilizadas podem ser utilizadas em meiasior&is nao
convencionais, que possuem uma quantidade restrita de adgua e sdo copgroditersos
solventes, fluidos supercriticos (FSC), fases gasosas ou solidasdes idnicos. Entre os
meios ndo-convencionais, as aplicacdes em fluidos supercriticasdsodo aceleradamente
visando resultados que fornegam a estabilidade e/ou aumento da atvidexética (KNEZ,
2009; EISENMENGER E CORCUERA, 2009; OLIVEIRA, 2000; OLIVEIRA EBWRA,
2006).

O solvente empregado em reagfes de transesterificacdo ermiteatiefeito direto
sobre 0 mecanismo da reacdo. A atividade enzimatica depende do siploetde utilizado,
provavelmente como resultado de diferentes interacdes proteina-sol¥entinteracoes
proteina-meio pressurizado que podem afetar a atividade enzinmaficam a particdo do
substrato, produto e agua entre a enzima e o solvente, e interaefes @htre o fluido e a
enzima, as quais podem inibir ou inativar a enzima por quebra das $igeediedrogénio e
ibnicas. Os solventes menos nocivos as enzimas sao aqueles mafébiuos, pois
interagem menos com a agua necessaria para boa atividadeima. ddar outro lado
solventes hidrofilicos, ou seja, solventes que contém maior quantidadepdse golares ou
centros capazes de formar ligagbes de hidrogénio, tendem & eethgua essencial das
proximidades da enzima, acarretando a perda da atividade enaifktiEZ e HABULIM,
2001).
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Os solventes orgéanicos protegem as enzimas da desnaturacdo por nadias de
concentracdes de alcoois, como o0 metanol e o etanol, que presen@megssa funcao.
Entretanto, solventes organicos hidrofilicos costumam interagenferite com a camada
essencial de 4gua que envolve a enzima, desnaturando-a. Considerardmaojiidade
molecular € essencial para a atividade catalitica da enzima, umaoredugida flexibilidade é
normalmente acompanhada por uma diminuicdo da atividade enzimatiCECZAK et al.,
2009; MONOT, 1994).

Um estudo comparativo a respeito da utilizacdo e n&o utilizag&moldente foi
realizado por Dossat e Combes (2002) utilizando um sistema contendordesoN®xano e
um sistema sem solvente. Os autores utilizaram 6leo de gimmsal substrato e lipase
imobilizada (Lipozyme IM) como catalisador. O meio reacionam ssolvente foi
caracterizado por uma conversdo de 60% em éster do &cido oleico, engb@ntde
conversao foi obtida na presenca de solvente, o que confirma a viabitidadglizar
solventes na reagéo.

O uso de gases como solventes nas reacfes de transesterditzig@@tica pode se
constituir em alternativa para diversos inconvenientes apresentado®iogsconvencionais.
Os fluidos em reatores supercriticos sdo substancias queosgramcacima de sua pressao e
temperatura criticas, onde suas propriedades fisico-quimmase® valores intermediarios
aqueles dos estados liquido e gasoso, apresentando densidade proximdgaiciss d
viscosidade proxima a dos gases, difusividade duas vezes maiotigjga dos liquidos, alta
compressibilidade e baixa tensao superficial (MOURAI.,2007; KINGet al. 1992).

Os fluidos supercriticos possuem diversas vantagens sobre os sofgemtes icomo
a alta difusividade, que pode acelerar a transferéncia de masseacdes enzimaticas. A
aplicacdo de solventes em condi¢gfes supercriticas ou proximas @ansegritico é baseada
na observacdo experimental da caracteristica que muitos gassendam de melhorar
significativamente o seu poder de solubilizacdo quando submetidos araltades (KNEZ,
2009; TEMELLI, 2009; MCHUGH e KRUKONIS, 1994).

De acordo com Temelli (2009) a motivagdo para a realizacdo c¢igescam FSC é
devido as propriedades ajustaveis dos fluidos pela variacdo deratumgepressao e a
facilidade de recuperacédo do produto, bem como o aumento das velocidades de reacdo quando
comparada aos meios convencionais. Pressdo e temperatura podetiizegios para

influenciar a densidade e propriedades de transporte de FSC, pekdade, condutividade
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térmica e difusividade. O FSC, por sua vez afeta a solubilidadasporte de reagentes e/ou
produtos para enzima, dependendo da sua forma, livre ou imobilizadeD@AN et al,
1991).

O dioxido de carboné o fluido supercritico freqlientemente mais usado, porém este
possui algumas desvantagens como a nao polaridade, resultando em prdbldmsslucao
de compostos hidrofébicos e hidrofilicos afetando negativamente a a@ivities enzimas
(HABULIN e KRMELJ, 1999; ANDRADEet al, 2008). Apesar da existéncia de diferentes
fluidos, apenas alguns apresentam valores de exposicaq deTP (pressdo critica e
temperatura critica) compativeis com a atividade enzimaticdprene mostrado na Tabela
3.5.

Tabela 3.5. Fluidos frequentemente utilizados, temperatura e presséaa ofTikYLOR,
1996).

Solvente T (°C) P. (Bar)
Amonia 133 111
Argobnio -122 48
Dioxido de carbono -31 73
Cloro-trifluorometano 29 39
Etano 33 48
Etileno 9 51
Fluoroforme 26 48
Hélio -268 2
Sulfeto de Hidrogénio 100 89
Metanol 239 81
Nitrogénio -147 34
Propano 96,7 42,5
Oxigénio -127 50
Tridxido de enxofre 218 84
Agua 374 221
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O fluido supercritico propano esta ganhando popularidade devido suas propredades
razdes econbmicas. Observa-se na Tabela 3.5 que 0 propano tem una g@itsadde
42,5bar, de modo que se € possivel trabalhar a pressées mais baiaadoqG€), o que
resulta em menores gastos de pressurizacdo, além da sudod@deale tornando-se um
fluido competitivo nas muitas aplicagbes supercriticas com o didéxidocatbono
(ESPINOSA, 2001).

Oliveira e Vieira (2006) realizaram estudos de atividade deifestedo em lipases
imobilizadas, Yarrowia lipolytica, Lipozyme IMe Novozym 435utilizando trés fluidos,
diéxido de carbono, propano e n-butano, e somente no propano e n-butano as lipases
apresentaram o mesmo perfil e atividade satisfatoridodazym 435porém na presenca de
CO, nenhuma das lipases apresenta atividade, o que reforca os estugasededm gases
diferente de C@devido a dissolucdo de compostos hidrofébicos.

Yin et al. 2008 avaliaram a transesterificacdo do 6leo de soja com metanol em
condicOes supercriticas e em condi¢des subcriticas. Os resuftdidasam que a producao
de biodiesel, na reacao utilizando 350°C e sob pressédo de 20mPa duramend@uséncia
de catalisador obteve 95% de biodiesel, atingindo 98% apo6s 60min de reacdo

Vérios estudos tem sido realizados analisando a perda ou ganhosidadatida
enzima em diferentes reacdes em reator com FSC (VARMAABPRAS, 2006; MADRAS
et al, 2004; HABULIN et al, 2007; MATSUDA e WATANABE, 2004). Giebaudt al.
(1993) mostraram que o tratamento de lipasBsidomonasom CQ como FSC a 150 bar
e 45°C por 1h levou a um aumento de atividade de 20%, e a incubag&o a 136%aper
24 h causou um aumento da atividade de 100%. Com base nesses estudos podese obse
quanto é primordial o estudo da estabilidade da enzima frente aséesnde incubacdo em

fluido supercritico para posteriormente analisar a reacdo em condig¢feeprassao.
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Capitulo 4

4. METODOLOGIA

4.1 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.1.1 Enzimas

Neste trabalho foram utilizadas a lipase origem microbidR (Candida rugosa
tipo VII) adquirida comercialmente da Sigma Co, St. Louis, HQA, e a lipase obtida por
meio de fermentacdo do micro-organisnBzgillus sp. ITP-001 conforme descrito no item
4.1.2.

4.1.2 Micro-organismo

A bactériaBacillussp. ITP 001, utilizada neste trabalho pertence a colecdo de micro-
organismos do Laboratério de Engenharia de Bioprocessos e foi isoladon deolo
contaminado por petréleo na regido do campo de exploragédo de petroleont#pdlis no
Estado de Sergipe. Esta bactéria (Figura 4.1) foi pré-seléaonapartir de estudos,
anteriormente desenvolvidos pelo grupo de pesquisa em Engenharia deddispsato ITP,
por meio dos quais constatou-se que a bactéria apresentava o manmigbgirodutor de
enzimas lipoliticas dentre as estudadas (CARVAL&tGl, 2008). O micro-organismo foi
preservado em tubos com &gar nutriente inclinado e estocados a 4°Chomatdrao de
Engenharia de Bioprocessos (LEB) do Instituto de Tecnologia e Pesqi$a (IT
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Figura 4.1. Aspecto deBacillussp. ITP-001obtida em microscopia de varredura eletrénica.

4.1.3 Producéao e Purificacdo da Lipase de Bacillus sp. ITP-001

A obtencéo do caldo fermentado foi realizada a partir da metod@atgaiormente
estabelecida (FEITOSAt al, 2009), com algumas modificacbes conforme a seguir descrito:
a fermentacao foi conduzida em frascos agitados a 170rpm, pH 7,0 idananB7°C em
agitador orbital durante 144h. O meio de cultura (Tabela 4.1) foilesido em autoclave
por 15min a 121°C. Os frascos foram inoculados com 10% de volume de indgs/l4&h e

4% de oleo de coco como indutor, o qual foi acrescido apds 48h de fermentacéo.

Tabela 4.1.Composicao do meio de cultura.

Composicao Concentracao (%, m/v)
Amido (Synth, USA) 10,0
Extrato de Levedura (Himedia, india) 3,0
Peptona Bacterioldgica (Himedia, india) 0,65
KH,PQO, (Synth, USA) 0,5
NaNG; (Dinamica, Brasil) 1,5
MgSQO,.7H,0 (Synth, USA) 0,25
Triton X- 100 1,0

" Concentragéo em % (V/v)

A enzima foi purificada utilizando o método de precipitacdospdting-out O caldo
fermentado foi centrifugado para a separacdo das célulagidrzasee do Oleo de coco
residual. Neste caldo livre de célula e dleo foi acrescido dateule ambnia em percentual

de saturacdo de 80%. O meio precipitado foi novamente centrifugado por 20200rpm e
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separado o meio sobrenadante do precipitado. A fase aquosa foi dialisadembrana com
massa de corte de 12.000Da contra agua Milli-Q durante 12h a 4°Cfieagarem sistema
aquoso bifasico (SAB) formado por 20% de polietilenoglicol 8000, 18% detafosfato de
potassio, 6% de NaCl em pH 6 e temperatura de 4°C. A fase de fund@dque continha a
enzima foi dialisada novamente. Apds esta etapa o caldo purificddwiizado por 72h em

liofilizador Labconco Freezone 4.5 (BARBOSA, 2010).

4.1.4 Imobilizagdo em Matrizes Hidrofobicas pela Técnica Sol-Gel

As matrizes foram preparadas empregando a metodologia antetierestabelecida

(SOARES et al, 2004) com algumas modificacbes: a solucdo etandlica, foi preparada

dissolvendo 36mL de Tetraetilortosilicato (TEOS) em 30mL etanoblatos (99%) em
atmosfera inerte de nitrogénio e foi transferida para um ludéiwés bocas de 250mL. A
solucéo etandlica foi mantida sob agitacdo durante aproximada®mitiea temperatura
ambiente. A esta solucdo adicionou-se lentamente (gota a gota)eipodarfunil de adicéo,
0,11mL de acido cloridrico (36%) diluido em 5mL de agua ultra pura (solpg&o
hidrolisante). Apés a lenta adigdo da solugdo pré-hidrolisante, eratura foi mantida a
35°C sob agitacdo, durante 90min. Adicionou-se 2,70g de lipaBaadil&us sp ITP-001 ou
Candida rugosalissolvida em 10mL de agua ultra pura, e simultaneamente ératio 1
mL de hidréxido de amdnio dissolvido em 6 mL de etanol (solucéo hidr@)sabtendo-se
uma solu¢cdo homogénea, e em seguida a mistura foi mantida em refgenggeeatura de
35°C durante 60min. O material foi lacrado no baldo por 24h para pexmdlicondensacao
completa. Apos este periodo, o gel foi retirado do baldo de trés bpéas?4h de gelacédo. O
material foi transferido para um funil de Blchner e lavado com he@es@mL e acetona
(20mL), para eliminar o excesso de agua. Apés a lavagem oiah&de succionado por
60min para remover agua residual e solvente, e em seguida mantisssnador sob vacuo
por 72h.
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4.1.5 Obtencao de Esteres Etilicos e Emulsificantes

As reacOes de sintese de ésteres etilicos foram realieaddrascos com tampas
autoclavaveis hermeticamente fechados, utilizando agitador ofb@&8rpm). As reacdes
foram conduzidas com diferentes 6leos separadamente (sojaplgias, nhandiroba,
canola ou palma) e etanol em diferentes raz6es molares (1:6,12% 1:18), temperatura
(40-50°C) e a quantidade de enzima foi determinada pela atividade ticar@0, 250 e
500U/g) na presenca ou ndo de solventes (terc-butanol e hexano). idacileeteacdo foi
obtida por um periodo maximo de 120 horas. Para a purificagdo forarmideso2mL da
amostra, acrescentou-se 1mL de solucdo saturada de NaCl no intadeletar a separacao
de fases (organica e nao organica). A fase organica foidet@acrescentou-se hexano ao
liguido restante, por trés vezes, para realizacdo da lavagestiragla da fase organica
remanescente. Em seguida adicionou-se sulfato de sodio anidro pagiexde agua
remanescente e obtencao dos ésteres etilicos puro. Apos procpssticigdo a amostra foi

levada para estufa em temperatura de 50°C para remocédo do hexano, conforme Figura 4.2.

Lipase + E |
Etano' IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII tano
e A
:| Lipase recuperada
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESN
A Esteres
- 2% | dektla
Recuperacao Separacio da R Superior
Oleo + Transesterificagdo |- do —» mistura Evanoracio
catalisador bifasica oot Glicerina
s/ a
R Fas'e Liy| presenca
> Inferior de sais

Figura 4.2. Fluxograma da producéo de ésteres etilicos usando lipases.

As reacOes de esterificacdo foram conduzidas em reatoreadfsc de 100mL e
agitador orbital, contendo cerca de 5mL de substrato numa cogéentrariada de acido
laurico (840-4200mM), enzima (0,25-7,88% m/v) e 10% (m/m) de peneira moleonta
agente dessecante. A faixa de temperatura estudada foi de 45 ae6@,50po maximo de

reacao foi de 180 minutos.
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4.1.6 Atividade Enziméatica da Lipase em Fluidos Supercriticos

Para a avaliacdo da estabilidade enzimatica as enzimas diviraobilizadas foram

submetidas as condic¢des definidas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2.Condicfes de pressao e temperatura utilizadas para testes de estabilidade.

Condicoes 1 2 3 4 5
Temperatura (°C) 45 60 52 45 60
Presséo (bar) 50 50 115 200 200

Os experimentos envolvendo os extratos enzimaticos livres ou inaolodizforam

realizados em uma unidade de bancada apresentada na Figura 4.3.

J K

Pistio C © D
il O

Figura 4.3. Diagrama esquematico da unidade de testes de atividade ecaieatifluidos
supercriticos. A — cilindro de gas, B — bomba de seringa, C — célaelgudibrio, D — janelas
de safira, E — agitador magnético, F — fonte de luz, G — transtkifmmesséo, H — valvula de

esfera, | — valvula micrométrica, J — valvula de alivio.

O procedimento experimental foi realizado conforme metodologia @ambemte
estabelecida (FRICK®t al, 2006) e algumas modificacbes. Foi adicionado ao sistema a
massa de enzima (0,1g) e o solvente (9mL) com o auxilio de umiabdmtipo seringa

(ISCO, modelo 260D) para uma célula de volume variavel equipada com duas janelas de
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safira (uma lateral para entrada de luz e outra frontal pmw@alizacdo). Apos o
procedimento de carga do reator, a temperatura € aumentada pdoa desajado com
auxilio de um banho termostatico. Apds a estabilizacdo da tempespnessao do sistema
era aumentada até o valor desejado com o auxilio da bomba de senimgpigdo movel
inserido no interior da célula. A pressao no interior da célula doitorada por meio de um
transdutor de pressao de volume zero (NOVUS). A partir do momentpuera pressao e
temperatura estivessem estabilizadas, o sistema foi mantid@Opan sob agitacdo com o
auxilio de uma barra magnética. Apos esta etapa, o tempo de pressurizapiessaezacao
foi de 30min, totalizando 90min de experimento, a enzima coletada pararigrost
determinacdo da atividade enzimatica conforme descrito a séguyierda ou ganho de
atividade para cada enzima apo0s ser submetida ao processamaltéo pressédo, nas

condicbes experimentais, foi determinada por meio da Equacgéao 4.1.

Atividade(U / g) apGspressurizgdo | 100
Atividade(U / g) antesda pressurizgo (4.1)

PerdaouGanho{ %) = (100><

4.2 METODOLOGIA ANALITICA
4.2.1 Atividade de Hidrélise

A atividade lipolitica foi determinada pelo método descrito poreSad al. (1999). O
substrato foi preparado pela emulsdo de 50mL de azetdhkvdee 50mL de goma arabica a
7% em &gua. A reacdo enzimatica é formada por Smluluirato, 2mL de solucdo tampéo
fosfato de sédio (0,1M, pH 7,0) e 1mL de solucdo danem livre (0,1g/ml) ou 0,1g de
enzima imobilizada. A temperatura da reacao foi manti@iz’@ em banho termostético por
5min para a enzima livre ou 10min para o biocatalisadobilipado em matriz hidrofébica,
sob agitagdo constante (82rpm). A reacdo foi interrompéda pdicdo de 2mL de uma
solucdo de acetona, etanol e agua (1:1:1). Os acidossgliaerados eram titulados com

solucdo padronizada de KOH 0,04N, utilizando fenolftalein@ocadicador.
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Os célculos foram realizados pela equacéo 4.2 e umadende atividade foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1umol de acido g@axminuto de reacdo, nas
condicOes do ensaio. As atividades foram expressas eotignmmin.

b/a -V, ] x N x1000 (4.2)

AtividadeenzimaticdU/ g) = -
m

Em que: AE: atividade enzimética (U/g); Va: volume da amostradéaulanL); Vb: volume
do branco titulado (mL); m: massa da amostra utilizada nd&oe@); N: normalidade da
solucdo de KOH (mol/L); t: tempo de reacdo em minutos.

4.2.2 Recuperacao de Atividade

A recuperacdo de atividade da enzima apds imobilizacdo €Rdgterminado pela
unidade de atividade lipolitica total presente no supodegWnidades de atividade lipolitica
oferecidas para imobilizacad{), como pode ser visto na Equacéao 4.3.

U (4.3)
RA (%) = * X100

[0]

4.2.3 Caracterizacao da Lipase de Bacillus sp. ITP-OGdbihzada

Foram avaliadas as caracteristicas bioquimicas na readdidrdiise do azeite de
oliva em meio aquoso da lipase Bacillus sp. ITP-001 imobilizada em matriz hidrofébica
pela técnica sol gel, quanto ao pH. Os tampdes utilizadas facido citrico-citrato de sodio
0,1 M (pH 2,0-5,0), fosfato de potassio 0,1 M (pH &,0) e bicarbonato-carbonato 0,1 M
(pH 8,0-10,5). Avaliou-se também quanto a temperaturcorgl (25-100°C), estabilidade
térmica (37-70°C), estabilidade na presenca de ions (ED®8b, FeCk, MnCl, e ZnC}, na
concentracdo de 0,1 e 10mm) e solventes organicos rfacedoetonitrila, alcool etilico,
isopropilico, metilico e piridina), na concentracdo de 10 e @084, e parametros cinéticos.

A atividade lipolitica foi determinada pelo método descrito poreSea al. (1999).
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O melhor pH para o substrato foi determinado pela variagh@ 3-10,5 em um
periodo de 10 minutos de reacdo hidrolitica. A fim de detamanhidrélise na faixa de
temperatura de 25-100°C foi utilizado o melhor pH estabeleaitteriormente em um
periodo de 10min de reacdo hidrolitica. A estabilidade térnucavaliada a partir da
incubacdo da enzima durante 5 horas, com intervalos dstragem de 60min nas
temperaturas de 37, 50, 60, 70 e 80°C, utilizando o mg@Hoe temperatura reacional
estabelecido anteriormente.

A lipase deBacillus sp. ITP-001 imobilizada foi incubada no melhor pH e nthaone
temperatura de incubacdo estabelecida anteriormente paa presenca de diversos ions
(EDTA, CoC}, FeCk, MnCl, e ZnC}) na concentracéo de 0,1 e 10mM e por 3h na presenca
de diversos solventes orgéanicos, acetona, acetonitrilal &titco, isopropilico, metilico, e
piridina no volume de 10 e 30% (v/v). A andlise foi realizadenparando a atividade
hidrolitica da lipase d@acillus sp. ITP-001 imobilizada sem ions e solventes orgéanicos
(controle).

Os parametros cinéticos da lipase Bacillus sp. ITP-001 imobilizada foram
determinados a partir da variacdo da concentracdo deataliseo de oliva e solucdo tampéo
entre 10 e 70% (v/v) em 60min, com reacbes de 1lOmincokstantes cinéticas foram
calculadas utilizando os métodos de linearizacdo de LinewBavier Hanes-Wolf, Eadie-
Scatcharel e Wolf Augustinisson-Hofstce e o0 método naarlinea

O grau de ajuste dos modelos aos dados experimentéiasteado na magnitude do
erro médio relativo (P) e estimado (SE), calculado pelaadfes 4.4 e 4.5, respectivamente:

_ 100 nEmexp Mpre
n 4 m

P

(4.4)

exp
Em que: na,, € mye SA0 unidades experimentais e previstas, respectivamenté oenfimer
de observacoes.

SE= \/[(Z(Y \?)ZJIGLR} (4.5)

Em que: Y eY sio os valores observados experimentalmente e ogesatalculados pare
modelo, respectivamente, e GLR é o modelo de glaliverdade.
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A energia de ativacao foi calculada conforme Egaak6, em que o (constante de
velocidade limite de qualquer reacao catalisadaupta enzima nas condi¢cdes de saturacéo)
foi calculado pelo programa GraphPad Prim.

cat (46)

4.2.4 Atividade de Esterificacdo

As atividades de esterificacdo das enzimas estadadam realizadas em condicdes
normais (temperatura e pressao) e ap0s submisséazitaa ao fluido supercritico no tempo
0, 60, 120 e 360min e determinadas pelo métodstaefecacdo do acido laurico com alcool
isopropilico de acordo com o procedimento de Feammet al (2006), com as modificagdes
propostas neste trabalho: a atividade das enzioagufintificada pelo consumo de acido
laurico na reacdo com o alcool isopropilico na@azmolar acido-alcool citadas no item
4.2.6. As reacbes foram realizadas em reatoresadeshde 100mL, contendo 5mL de
substrato, na presenca 10% (m/m) de peneira malecoino agente dessecante e enzima em
agitador orbital em diferentes temperaturas. Foxaietadas aliquotas de 300uL, em
triplicata, do meio reacional no tempo zero e ddbsninutos de reacdo e foram diluidas em
5mL de acetona-etanol (1:1). A quantidade de aéddoco consumido foi determinada por
titulaco com NaOH O0,1N, utilizando como indicadf@nolftaleina. As reacdes de
esterificacdo foram conduzidas em reatores fechddd®0OmL e agitador orbital, contendo
cerca de 5mL de substrato numa concentracdo vat@adaido laurico e enzima, descritos no
item 4.2.6.

4.2.5 Parametros Reacionais de Esterificacéo

Foi investigada a esterificagcdo enzimatica do atddoico com alcool isopropilico,
utilizando lipase d8acillus sp ITP-001 eéCandida rugosana forma livre e imobilizada. Para
a lipase deBacillus sp ITP-001 foi realizado o estudo univaravel (uragavel por vez), as
varaveis foram: temperatura, razdo molar, massandana e estabilidade operacional da
enzima quando imobilizada.
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A dependéncia da temperatura foi estudada nasrgeguiondicdes: 45; 52,5; 57,5 e
62,5°C, razao molar de 1:3 (alcool: 4cido) na presele peneira molecular como agente de
secagem (10% m/m) e 0,75% (m/m) de enzima livri®% (m/m) de enzima imobilizada.

Para construcdo da curva de saturacdo a concentdecdcido laurico e alcool
isopropilico foram variados para a sintese de &stes curva de saturagdo, analise do efeito
da concentracdo de substrato na velocidade irecalocorréncia de algum tipo de inibicéo
durante a reacdo de esterificacdo. As concentragdkses de acido laurico utilizadas para a
lipase deBacillussp. ITP-001 livre foram de 840, 1000, 3000, 319580mM, para a lipase
de Bacillus sp. ITP-001 imobilizada foram 1250,1620, 2340,8604200 mM. A reacéao foi
realizada na temperatura ideal de 52,5°C na prasm@eneira molecular como agente de
secagem (10% m/m) e 0,75% (m/m) de enzima livri®% (m/m) de enzima imobilizada.

Foram realizadas reacdes com diferentes massdpage ldeBacillus sp. ITP-001
livre: 0,25% m/m (90U),0,50% m/m (180U), 0,75% m(2v0U) e 1% m/m (360U), e
diferentes concentracdes de lipaseBaeillus sp.ITP-001 imobilizado: 0,75% m/m (25U),
2,63% m/m (90U), 5,25% m/m (180U) e 7,88% m/m (2)/A$ reacdes foram realizadas na
temperatura ideal de 52,5°C, razdo molar de 1c®@ghlacido) ou 3000mM de &cido laurico
para enzima livre e 1:2,34 (alcool: &cido) ou 23MDmie acido laurico para a enzima
imobilizada, na presenca de peneira molecular cgeate secante (10% m/m).

Para a andlise da estabilidade operacional deeligaBacillus ITP-001 imobilizada,
empregaram-se as melhores condi¢cdes para a réalizkg reacdo: razdo molar de 1:3
(a@lcool:acido) ou 3000mM de &cido laurico, tempaat52,5°C, massa de 5,25% m/m
(180U), na presenca de peneira molecular como egadante (10% m/m). A enzima foi
colocada em uma bolsa de tecido de linha e adidmaa reator, apds 10min de reacdo o0 saco
foi removido e lavado com hexano, apés secagenfsa fim reutilizado em uma nova reagéo.

Para a lipase d€andida rugosaos experimentos foram realizados por meio de
planejamento de experimento fatorial 22 com tréstqm centrais, uma estratégia aplicada
para minimizacdo do nimero de experimentos e awntntonfiabilidade da caracterizacao
bioguimica das reacbes enzimaticas obtendo assitigd®s otimizadas de temperatura e
massa de enzima, conforme Tabela 4.3. Para a lg@&&andida rugosafoi mantida a

concentracdo de 3000mM em todos 0s experimentos.
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Tabela 4.3 Matriz de planejamento de experimento para ayédiala temperatura e massa de
enzima da enzima lipase @andida rugosdivre e imobilizada (niveis e valores reais).

Condicao experimental para Condig&do experimental para

Nivel
LCR livre LCR imobilizada
Testes Massa de Massa de
Temperatura . Temperatura ,
X1 X5 enzima enzima
(°C) (°C)
%) (V) (%) (V)
1 -1 -1 52,5 0,25 90 52,5 2,5 90
2 +1 -1 62,5 0,25 90 62,5 2,5 90
3 -1 +1 52,5 0,75 270 52,5 5,25 270
4 +1 +1 62,5 0,75 270 62,5 5,25 270
5 57,5 0,5 180 57,5 3,375 180
6 57,5 0,5 180 57,5 3,375 180
7 57,5 0,5 180 57,5 3,375 180

A conversdo de esterificacdo foi expressa em pwraemolar do &cido laurico
consumido, empregando a Equacéao 4.6:
C,-C,

0o

Conversag%) =

X100 4.7)

o

Em que: @ = concentracdo inicial do acido; € concentracdo final do acido em um

determinado tempo.

4.2.6Analise Cromatografica

As analises cromatogréficas foram realizadas pomatografo a gas e CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia). Paj@géo das amostras no cromatografo a gas,
foram pesadas 0,1g da amostra, produzida e paiEfjem um baldo volumétrico de 10mL e
completado com hexano, onde apds a agitacdo fahido 100uL da amostra e colocado em
um baldo de 1mL juntamente com 100uL de solucdpadedo interno (heptadecanoato de

metila na concentracdo de 250mg/mL) e completadamente com hexano. As amostras
43



apos o preparo foram injetadas no cromatégrafo sa gadelo CP-3800 da VARIAN,
equipado com detector de ionizacdo de chama (FBpa a separacdo dos compostos foi
usada uma coluna DB-Waxetr (Ca, EUA) de 30m de conmgmto, 0,25mm de diametro e
0,25um de espessura de filme com fluxo de hidrogéomstante de 1,5mL/min. A Tabela 4.4
indica as condi¢des para dosagem dos ésteredale eti

Tabela 4.4.Condi¢Ges para dosagem dos ésteres de etila pdoduai partir da reacédo de

transesterificacdo utilizando enzimas em cromafi@géagas.

Temperaturas | Coluna: 120°C por 6min e 170°C por 10min a uma taxa de/&§fC
lonizador e detector:230 °C

Gas de arrastt Hidrogénic
Padrao interno 4,16
Tempos de C., EtOH 6,8¢
retencao dos Cy4 EtOH 11,92
. ] Cy6 EtOH 14,43
Monoésteres d C.o ETOH 18.1€
etila(min) C 181 EtOH 19,0t
C 15 EtOH 20,96

Os valores de atividade enzimatica especifica (ARE)dutividade (P) e rendimento
por grama de catalisador oferecido (R) obtidos diwsrsos sistemas reacionais testados
foram determinados empregando-se as EquacOes.8,74.9, respectivamente, de acordo
Foresti e Ferreira (2005).

AEE (mmol &cidos graxos consumidos/h.g) = (NBAJXac) / (t x W) (4.8)
P (mmol acidos graxos consumidos/h) = (NEAfXac) / t (4.9)
R (mmol &cidos graxos consumidos/g) = (NEAYXac) / we (4.10)

Em que: (NFAJ = é a quantidade inicial de &cidos graxos (mn{&Bc) = é a converséo de
acidos graxos em um determinado tempo, t = temmoagh e w = massa total de
biocatalisador oferecida.
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Para injecdo em CLAE (cromatografo liquido de &lti@iéncia) as amostra foram
preparadas a partir de 0,1g de amostra pesada ebaldm de 10mL e diluida com alcool
isopropilico, foram injetadas 30uL de amostra gassgaram por analise em cromatograma
liguido com as seguintes condi¢cdes: Coluna Supafaytical - HPLC Products, Sigma
Aldrich, espessura de 15cm x 4,6mm, 3um, deteetds\d, comprimento de onda de 205nm,
a 40°C. Os padrdes utilizados para a curva deraedib foram o glicerol e o butanotriol para
distincdo e a monoleina, dioleina e a trioleina p@iantificacdo, tais padrdes foram injetados
tanto individualmente como misturados o que se mém Mix de ésteres para distincéo de
tempo de deteccdo dos picos. As fases moveisadiiz foram a acetonitrila e o alcool-

isopropilico com vazao de 1,5ml/min e 40,01min ni&iae.
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Capitulo 5

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A principio devemos ressaltar que esse trabalhadofinuidade de outros trabalhos
precursores do presente grupo de pesquisa do ltéborde Engenharia de Bioprocessos
(Universidade Tiradentes/Instituto de Tecnologi®esquisa) como a producdo de enzima
lipase a partir do micro-organisrmBacillussp ITP-001 por Carvalhet al. (2008) e Feitosat
al. (2009), a purificacdo desta enzima foi realizada Barbosa (2010) e a condicdo de
imobilizacdo da lipase produzidBgcillus sp. IPT-001) e da comerciaCdndida rugosa
foram realizados conforme descrito por Soares (R0@4zando a técnica da encapsulacao
em matrizes sol-gel.

Na primeira etapa serdo apresentados e discutidosesultados obtidos para a
recuperacdo de atividade da imobilizacdo da lipgs®acillus sp. ITP-001 (ITP-001) e
Candida rugosa L(CR); a caracterizacdo bioquimica da lipase B#illus sp. ITP-001
imobilizada em matriz sol-gel a partir da hidrélide azeite oliva para determinacdo do
melhor pH e temperatura reacional, estabilidadmité;, estabilidade na presenca de ions e
solventes organicos, e parametros cinéticos. Nainsleg etapa serdo apresentadas a
caracterizacdo dos parametros temperatura reacra@db molar e massa de lip&sillus
sp. ITP-001 na forma livre e imobilizada na reagéaesterificacdo do acido laurico e alcool
isopropilico para producdo de emulsificantes w@tildo o procedimento experimental
univariavel. E para a determinacdo dos parameteotehperatura e massa de enzima na
reacdo de esterificacdo utilizando a lipas€dadida rugosdoi aplicado o planejamento de
experimento fatorial, apdés a determinacdo dos sidas variaveis no estudo anterior. A
terceira etapa refere-se ao estudo da reacao rsestarificacdo variando o tipo de enzima,
Oleo, razbes molares, temperatura, tempo reacio@asa de enzima e presenca de solventes.
E na quarta etapa sera avalia-se a estabilidadigpdass déBacillus sp. ITP-001 eéCandida
rugosana forma livre e imobilizada para hidrélise e eBtacdo na presenca de propano
supercritico.
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Portanto, neste capitulo sdo apresentados e aludisa principais resultados obtidos
durante o desenvolvimento do trabalho. A Tabeladbidnta o leitor sobre a sequéncia de
apresentacao e discussao dos principais resulbddides, assim como o item da metodologia

empregada para a coleta dos dados.

Tabela 5.1 Disposicao geral dos ensaios realizados.

ENSAIOS REALIZADOS RESULTADOS METODOLOGIA
E DICUSSAO

RECUPERACAO DE ATIVIDADE 51 4.1.3;4.2.2;4.2.3

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA LIPASE 5.2 4.2.2;4.2.4.

IMOBILIZADA

* Efeito do pH e temperatura 5.2.1 422,424
+Estabilidade térmica 5.2.2 4.2.2;4.2.4.
«Parametros cinéticos 5.2.3 4.2.2,4.2.4.
«Influéncia de ions e solventes organicos 5.24. 4.2.2;4.2.4.
PRODUCAO DE EMULSIFICANTES A PARTIR DE 5.3 4.1.4,4.25;4.2.6

LIPASES
 Procedimento experimental univariavel para lipase de  5.3.1

Bacillussp. ITP-001 livre e imobilizada

4.1.4;,425;4.2.6

« Efeito da temperatura 543.11 4.1.4;,425;4.2.6
« Efeito da concentrac&o de acido 54312 414,425,426
« Efeito da massa de enzima 5.4.3.1.3 41.4;4.25;4.2.6
* Estabilidade operacional da lipase imobilizada 454.3.1.4 4.14:4.2.5/4.26
*Planejamento experimental fatorial para
caracterizacdo da reacdo de esterificacdo da lipase de 532 4.1.4:4.2.54.2.6
Candida rugosdivre e imobilizada.
PRODUCAO DE ESTERES ETILICOS 54 4.1.4,4.2.7
ESTABILIDADE EM SUPERCRITICO 55 4.1.2,4.2.2;4.2.5
* Estabilidade da lipase @acillussp. ITP-001 e lipase 551 4.1.2;4.2.2;4.25

deCandida rugosdivre
« Estabilidade da lipase dBacillus sp. ITP-001 e 5.5.2

Candida rugosamobilizada

41.2;,4.22;4.25
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5.1 RECUPERACAO DE ATIVIDADE

As lipases foram imobilizadas em matriz hidrofébidaidas pela técnica sol-gel. A
recuperacgéo de atividade para enzima lipaggad#élus sp. ITP-001 imobilizada foi analisada
por meio da atividade lipolitica na hidrolise doeigz de oliva, resultando em uma
recuperacao de atividade de 43%. Para a lipasgaddida rugosamobilizada pela mesma
técnica, a recuperacao de atividade foi de 28%d[azh?2).

Tabela 5.2.Recuperacdo de atividade da lipaseBdeillus sp. ITP-001 eCandida rugosa

imobilizada em matriz hidrofébica obtidas pela téarsol-gel.

Enzima Adicionada Enzima Imobilizada
Biocatalisador Massa de RA (%)
_ UAU) MS(g) AE U/g) AE Total (U)
enzima (Q)
ITP-001 2,7 2248 6,3 153 964 43
LCR 2,7 6890 16 122 1952 28

UA = unidade adicionada; MS = massa seca de biszatar; EA = atividade enzimatica;

U = unidade; RA = recuperacao de atividade.

Os resultados obtidos evidenciam o efeito estanitez do aditivo testado (PEG) e
confirmam os dados apresentados na literatura,irglieam um consideravel aumento da
atividade catalitica quando o suporte € tratado potfimeros organicos ou proteinas nao
enziméticas (KEELING-TUCKERet al, 2000; SOARESet al, 2002). E ainda para o
experimento utilizando a enzima ITP-001 pode-sdimoar o potencial da imobilizagdo da
técnica sol-gel para as reacfes de hidrolise desidalto desempenho na recuperacédo da
atividade apés a etapa de imobilizacéo, confortatacto na literatura para outras lipases.

5.2 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DA LIPASE DE Bacillus sp. ITP-001
IMOBILIZADA

Foram avaliadas as propriedades bioquimicas naoede hidrolise do azeite de oliva
em meio aquoso, quanto ao pH (3-10,5) e temperagaeonal (25-100°C), estabilidade
térmica (37-70°C), estabilidade em ions (EDTA, Gp®eCk, MnCl, e ZnC}, na
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concentracdo de 0,1 e 10mM) e solventes organamostgna, acetonitrila, alcool etilico,
isopropilico, metilico e piridina, no volume de &030% (v/v), e parametros cinéticos da
lipase deBacillus sp. ITP-001 imobilizada em matriz hidrofébica pe&tanica sol gel. A
caracterizacdo ddacillus sp. ITP-001 livre,Candida rugosalivre e imobilizada foram
estudadas anteriormente pelo grupo (BARBOSA, 280ARES, 2004).

5.2.1 Efeito do pH e Temperatura

Na Figura 5.1 sdo apresentados os valores deadwicklativa em funcdo do pH da
lipase deBacillus sp. ITP-001 livre e imobilizada. Os dados refererteenzima livre foram
obtidos por Barbosat al (2010) e utilizado para efeito de comparacapHbtimo da lipase
de Bacillus sp. ITP-001 imobilizada foi 5,0, que apresentou watigidade hidrolitica de
488,69U/g, nota-se também que em pH ligeirameritko & atividade enzimatica pode ser
considerada constante e diminui a sua atividadeaores de pH alcalinos. Barbostal.
(2010)concluiram que essa lipase na forma livre € maia at faixa de pH entre 4 e 7, com
atividade maxima no pH 7, seguido de perda de phertsua atividade em valores de pH
fortemente alcalinos, contudo observou-se no ptes=tudo que o aumento do pH a partir de
5 ocasionou a reducado gradual da atividade. O cislento do pH 6timo neutro para o acido
da enzima livre para imobilizada, supostamente -devas variacdes no estado de ionizacéo
dos componentes do sistema a medida que o pHa@ma sugerido por Kennedy e Cabral
(1983) no trabalho para estudo dos aspectos aoal#isintéticos de enzimas imobilizadas.
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Figura 5.1. Efeito do pH na atividade hidrolitica da lipaseBaeillus sp. ITP-001

imobilizada @) nesse estudo e livre)conforme Barbosat al (2010).
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Resultados similares de pH o6timo proximo ao nesfio descritos na literatura por
diversos autores que utilizam lipase na forma lerenobilizada (GUPTA e RAMNANI
2004). Sugiharat al. (1991) relataram que as lipasesBEeillus sp. apresentam atividade
maxima em pH 5 e 6. Kanwat al. (2005b) estudaram a lipase Blacillus coagulan8TS-1
imobilizada por adsor¢do em matriz de silica eeeiverificaram que a maior atividade foi
em pH acido de 5,5. Sathigt al. (2009b) realizaram estudo da influéncia do pH)(3&8
atividade da lipase produzida por @acillusisolado de amostras de solo coletadas na india e
observaram que entre o pH 3 e 5 a lipase ndo apoesatividade, e somente no pH 6,5 a
lipase foi mais ativa. Entretanto, Kumetral. (2006) imobilizaram a lipasBacillus BTS-3
em silica por adsorcao fisica e verificaram o pihodtna faixa de 8,5, a diferenca de pH
O0timo observada nestes estudos deve-se possivelmentipo de lipase e a técnica de
imobilizacéo utilizada.

Pode-se observar na Figura 5.2, a temperatura éin®)°C para as preparacdes de
lipase deBacillussp. ITP-001 livre e imobilizada (BARBOS#t al, 2010). Deve-se salientar
que a atividade relativa variou entre 75 e 100%ana de temperatura estudada, na qual as
maiores atividades hidroliticas foram 488,69 e 628/g, respectivamente para 37 e 80°C.

Conclui-se que temperaturas elevadas nédo ocasidinaimuicao brusca na atividade.

1104
100—-
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10_' —o— ITP-001 Livre

Atividade Relativa (%)

0 — T - 1 - 1 1 T 1 1T T 1T " 1T
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Temperatura(°C)

Figura 5.2. Efeito da temperatura na atividade hidroliticdiplase deBacillussp. ITP-001
imobilizada @) nesse estudo e livre)(conforme Barbosat al (2010).

De acordo com o efeito da temperatura sobre adatiei da lipase, em diversos
estudos, a atividade 6tima foi encontrada entr€ #885°C (BACHAet al, 2005; GAURet
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al., 2008). Todavia algumas lipases possuem maioidatle em temperaturas superiores a
70°C (BRADOOet al, 2002; KAMBOUROVAet al, 2003). Ghoriet al(2011)utilizaram
uma lipase d8acillus sp. FH5, que foi isolada de residuos de curtunobservaram o efeito
de variadas temperaturas (10-80°C) sobre a atigidasidual da lipase sob pH 9, e notaram
que a temperatura Otima para a lipase foi 60°Qyeoayidencia 0 aumento da atividade da
lipase do génerBacillussp. em temperaturas elevadas.

5.2.2 Estabilidade Térmica

A Figura 5.3 apresenta a variacdo da atividadepdad imobilizada ap6s tratamento
térmico (37— 80°C) por 120min. Verificou-se quipase ddacillussp. ITP-001 imobilizada
apresentou estabilidade térmica a 37°C mantendtividade residual na faixa de 50%,
comprovando os resultados anteriores nos quaizienariambém foi ativa na temperatura
reacional de 37°C. O mesmo perfil foi observada atipase d@acillus sp. ITP-001 na
forma livre mantendo-se estavel em temperaturasasn@arbosat al.,2010).
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Figura 5.3. Estabilidade enzimatica da lipaseBkillussp. ITP-001 imobilizada em

funcdo da temperatura, em pH 5, tempo reaciona0den, a 37°C.

Segundo Kumaeet al (2006) a lipaseBacillus BTS-3 imobilizada em silica por
adsorcao fisica € termoestavel em temperatura$,d80565 e 70°C e pode-se observar esse
comportamento também no estudo realizado por Karewaal. (2005b) onde a lipase
imobilizada deBacillus coagulanBTS-1 apresentou estabilidade térmica na temperaie
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50°C. O estudo de Kumaet al. (2006) e Kanwaret al (2005) apresentaram altas
temperaturas para estabilidade térmica, diferedoi@e das observadas para a lipase deste
estudo, possivelmente essa tolerancia deve-sdegfooda enzima promovido pela técnica de
imobilizacdo sol gel por encapsulacdo e adsorcgioafi A termoestabilidade € uma das
caracteristicas requeridas de enzimas com potgratialaplicagéo industrial como as lipases,
uma vez gue muitos processos ocorrem a uma tememin torno de 50°C (SALLEH e
RAHMAN, 20086).

5.2.3 Parametros Cinéticos

O efeito da concentracdo do substrato para a enkurea e imobilizada foram
estudados utilizando o Oleo de oliva como substratoeacdo de hidrélise em pH 5 e 37°C.
Na Tabela 5.3, apresenta-se os valoresgle Knaxpara diferentes métodos de determinacéo
dos parametros cinéticos da reacdo de hidrélise &igura 5.3 a comparacao entre o0s
métodos que mais se ajustaram aos modelos cinéticos

Tabela 5.3.Parametros cinéticos {¥x e Kn) e erros calculados (P e SE).

Modelo Vinax (Mmol/min.g) Km (mmol) p* SE**
Lineaweaver-Burk 0,102 14,62 8,26 0,011
Hanes-Wolf 0,118 75,43 11,50 0,017
Eadie-Scatcharel 0,125 125,00 12,90 0,021
Wolf-Augustinisson- 12,11 0,020
0,120 103,80
Hofstce
Nao-linear 0,105 19,96 9,11 0,011

*erro médio relativo; **erro médio estimado

Foi verificado que o modelo que mais se ajustoudanids experimentais foi o de
Lineaweaver-Burk com K de 14,62mmol e Max de 0,102mmol/min.g (Figura 5.4) e a
energia de ativacao foi de 5,62Kcal/mmol. SegungkriSeri (1996) os valores de energia de
ativacado para a desnaturacdo de enzimas estaol@ni@) kcal/mol, sendo assim a energia
necessaria para que ocorra a reacao de hidrolispresenca daacillus sp. ITP-001

imobilizada ndo é capaz de desnatura-la. O valgas enzima livre previamente
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determinados por Barbosga al. (2010) foram 105,26mmol e 0,116mmol/min.gs & Vinax
respectivamente. Comparando os valores obtidos paranzima livre e imobilizada
forneceram importantes informacdes sobre a interalzi enzima e o suporte. Segundo
Guncheva e Zhiryakova (2011) a estrutura conforomati desta enzima é diferente das
demais lipases, pois ndo apresentam a tampa ahefeehada na etapa de transi¢do, o que
permite considerar a maior disponibilidade do sitivo na enzima imobilizada. Portanto, a
diminuicdo do K, para a enzima imobilizada indica um substanci@saimo da afinidade do
sitio ativo ao substrato, possivelmente devido posixdo ao substrato depois do ataque
nucleofilico produzido pela carga negativa sobogigénio a qual é estabilizada por meio das
ligacBes de hidrogénio pelos residuos llel2 (isihea) e Met78 (metionina) no sitio ativo da

enzima.
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Figura 5.4. Comparacao dos dados experimentais com modelésccs de Lineaweaver-

Burk e 0 ndo-linear na reacéo de hidrélise do ezktoliva em pH 5 e 37°C.

5.2.4 Influéncia de ions e Solventes Organicos

Na presenca de ions, a lipaseBieillus sp. ITP-001 imobilizada apresentou maior
atividade em ions de EDTA, FeCIMnCL (Figura5.5). Observa-se que a variacdo da
concentracdo (mM) néo influenciou na atividade migrea, exceto para o ZniCe FeCj que
0 aumento da concentracdo afetou a atividade etican&nquanto o Coghue em ambas
concentracfes manteve a atividade enzimatica pedgincontrole que representa a enzima

sem ions. Alguns estudos notificam que o efeitcdE@d A pode estimular ou ndo causar
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nenhum efeito sobre a atividade da lipase, enquantoutros ele mostra um efeito inibitério
(BARBOSA et al, 2010; HANDELSMAN e SHOHAM, 1994; DHARMSTHITI e
AMMARANOND, 1998).
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Figura 5.5. Influéncia dos ions na atividade hidrolitica ge$ie dBacillussp. ITP-
001 imobilizada, pH 5 e 37°C.

O efeito dos solventes organicos na lipaseBdeillus sp. ITP-001 imobilizada é
apresentado na Figura 5.6. A atividade lipoliticanantou para quase todos 0s solventes
testados, exceto para o alcool etilico de 10 e @9} e isopropilico de 30% (v/v). Barbosa
et al. (2010) utilizaram a lipase dgacillus sp. ITP-001 na forma livre e observaram que a
piridina na concentragéo de 30% (v/v) foi o Uniotvente com efeito positivo de 110,5% na
atividade relativa e o principal efeito negativo danativacdo da lipase livre na presenca do

alcool etilico, assim como no estudo realizadoGioori et al (2011).
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Figura 5.6. Influéncia dos solventes na atividade hidroliledipase d®acillus sp.
ITP-001 imobilizada, pH 5 e 37°C.

Segundo Pereira (2001) a inibicdo da atividadenedizia na presenca de solventes é
decorrente da diminuicdo da camada de hidratag&epie proximo ao sitio ativo, a qual é
necessdria para que a enzima realize suas atigid&dsa atividade pode também ser
relacionada ao log P, que é um coeficiente indicdd hidrofobicidade das substancias, e é
usado como medida da polaridade.

Estudos mostram que geralmente a atividade enz@nétibaixa em solventes que
apresentam log P (logaritmo do coeficiente de ¢@otinum sistema bifasico padrao
octanol/agua) menor do que 2, € moderada em sek/eom log P entre 2 e 4, e é alta em
solventes apolares com log P maior do que 4. Rortaraumento na polaridade do solvente
causa o aumento da quantidade 6tima de 4gua neaessaacao, pois solventes com maior
afinidade pela agua tendem a remové-la em maiantigagle da superficie da proteina. Os
valores do log P para os solventes estudados &iwl €0,24; acetona -0,23; isopropanol
0,29; acetonitrila -0,33; metanol -0,76; piridinA D (ADLERCREUTZ, 2000; AHMADet
al., 1998). Os resultados obtidos neste trabalhacoéfirmam a regra geral, pois 0s solventes
utilizados apresentam baixos log P e resultaranmariores atividades enzimatica quando na
presenca da maioria dos solventes. Portanto, cees nesse estudo que os valores
moderados de log P sao satisfatorios para a afiwida biocatalisador.
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5.3. PRODUCAO DE EMULSIFICANTES A PARTIR DE LIPASES

5.3.1Procedimento Experimental Univariavel paradsp de Bacillusp. ITP-001 Livre e
Imobilizada

Os experimentos utilizando a lipase Blacillus sp. ITP-001 foram realizados para
determinacdo das condicbes 6timas avaliando sepaeade os fatores utilizando o
procedimento experimental mais difundido e usuahe*at-a-time”, estudo de uma variavel
por vez, no qual é avaliada uma das caracteristisagladas a diferentes condi¢cdes e as
demais sao fixadas. Foram estudados os efeitongj@etatura (45-62,5°C), da concentracéo
de &cido (840-4200mM), massa de enzima livre oubilmada (0,25-7,88% m/m) e
estabilidade operacional.

5.3.1.1 Efeito da Temperatura

Neste trabalho foram realizados estudos prelireg)aem peneira molecular, mas néo
ocorreu a conversao na reacdo de esterificacdoifererdes temperaturas, provavelmente
devido a presenca da agua em excesso. Na literataracordo com o uso de agentes
dessecantes, como peneiras moleculares ou hidiateal, pode ser adicionado ao sistema
para remover a agua produzida pela reacdo (SEKERO&Lal, 2004; CASTROet al,
1997). Portanto, passou-se a utilizar a peneiraentdr para toda a reacao.

A temperatura foi modificada entre 45-62,5°C, olkmedo-se a influéncia da
temperatura na formacéo do laurato de isopropiléip#se deBacillus sp. ITP-001 livre e
imobilizada apresentou maior atividade de estagfo do acido laurico a 52,5°C (Figura
5.7). Pode ser observado que acima de 52,5°C acearréiminuicdo da atividade de
esterificacdo. O perfil da temperatura reacioneh gsterificacdo é obtido entre 30 e 62°C de
acordo com MALCATAet al (1990). No entanto, em reacdes catalisadas pasds, a
temperatura influencia a velocidade inicial de &ae estabilidade da enzima e na maioria
dos casos, a velocidade de reagcdo aumenta compartgnra, enquanto a estabilidade das
enzimas diminui (MAHAPATRAet al, 2009; FORESTI e FERREIRA, 2007). No trabalho
realizado por Sekeroglet al (2004) a lipase d€andida antarcticamobilizada (Novozyme
435) exibiu atividade maxima a 60°C para a sintdselaurato isopropilico de alcool
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isopropilico e é&cido laurico e diversos estudostaeh que lipases também catalisam as
reacOes de sintese a alta temperatura até 55°C ¢BdN 2009; KANWAR et al, 2007,
DANDWATE e MADAMVAR, 2007).

A influéncia da temperatura 6tima da enzima vaoen a técnica de imobilizagédo
escolhida, pois cada uma apresenta caracterisititess e dependéncia de fatores como, por
exemplo, a fonte de enzima, tipo de suporte, métiedimnobilizacdo de enzimas e interacao
com o suporte (JOSE e PRADO, 2005; PEREZI, 2007). Paul&t al (2008) confirmaram
essas informacdes, trabalhando a temperatura @maistemas imobilizados obtidos por
adsorcao fisica (40°C) e covalentes (55°C) e foipazado com a temperatura 6tima da lipase
livre (37°C) durante a esterificacdo do butanol epécido butirico. Resultados semelhantes
foram observados por Abdullah al. (2009), no qual a lipase @andida rugosamobilizada
em aminopropil-mesoporoso SBA-15 foi investigada diase no rendimento da esterificacao
do citronelol com &cido laurico com a temperatdesl também a 40°C. Essa diferenca pode
ser justificada por meio de uma protecdo favore@dta imobilizacdo, resultando em

atividades iguais ou superiores aos da lipase digera7°C.
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Figura 5.7. Efeito da temperatura sobre a atividade de es@g#o da lipase dgacillus sp.
ITP-001 livre @) com massa de enzima de 0,75% (m/m) e imobiligadeom massa de

enzima de 5,25% (m/m) e razdo molar de 1:3 (4l&éoilo) ou 3000mM de &cido laurico.
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5.3.1.2 Efeito da Concentracdo de Acido

Neste trabalho foi avaliada a quantidade de re¢ageutilizando a enzima livre e
imobilizada. A concentracdo molar dos reagentes psi@metros importantes na reagéo
catalisada por enzima de tal forma que o rendimesperado é elevado com o uso minimo de
substratos (KANWARet al, 2005a; PAULAet al, 2008).

Sun et al. (2009) estudaram a relacdo do tipo de acidos graxacetanol para
esterificacbes catalisadas pela lipaseRtiezopus chinensism n-heptano, a 40°C em 30h.
Sete &cidos graxos foram testados e os acidodicapciaprico e laurico foram os trés mais
eficientes doadores acila para a enzima. Assinanforealizadas esterificacdes com acido
caprilico e sete diferentes alcoois lineares eraptano, e a enzima apresentou uma afinidade
particular para o etanol e n-propanol, com coners@rca de 93% com tempo reacional de
20h. Este estudo mostra que o acido laurico e lalsopropilico tém cadeias de carbono
necessarias para realizar a esterificacdo comeligamfirmando a escolha do reagente neste
trabalho para a producdo de emulsificantes.

O conteudo inicial de acido laurico na reagéo steréicacdo com alcool ispropilico
nesse estudo variou de 840 a 4200mM para enzimgadiimobilizada. Os resultados obtidos
mostram a relacdo entre o conteudo inicial de aldiddco na reacdo para a atividade de
esterificacao da lipase livre e imobilizada (Fighr8) e sé&o consistentes considerando quanto
a mudanca na concentracdo inicial, provavelmentédoead carga de enzima oferecida.
O méaximo consumo de 4cido laurico na reacdo dadéigico com alcool isopropilico foi
obtido com 7000mg ou 3000mM, quando comparado cala literatura, podemos concluir
que o uso da lipase dgacillus sp. ITP-001 imobilizada mostrou diferente em r@ta@
Novozyme 435, 0,686 para @@ol.mLmin’, segundo Sekerogkt al (2004). Para a lipase
deBacillussp. ITP-001 livre os valores foram de 7.28®I.mLmir* a 11,25mg ou 2340mM
de &cido laurico.

58



110
100
90
80
70
60-
50
40
30

Atividade Relativa (%)

20
—e— |TP-001 Livre
—o— |ITP-001 Imobilizada

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Acido Laurico (mM)

104

0

Figura 5.8. Efeito da concentracdo de &cido na atividade @eisacéo da lipase dgacillus
sp. ITP-001 livre ¢) com massa de enzima de 0,75% (m/m) e imobilitapjaom massa d
enzima de 5,25% (m/m), a 52,5°C.

5.3.1.3 Efeito da Massa de Enzima

Os valores para a reacao de esterificacao utilzéipase livre e imobilizada variaram
a depender da massa de enzima livre e imobilizatta 6,25-0,75% (m/m) e 0,75-7,88%
(m/m) em relacdo ao meio reacional, respectivameébdsgeresultados obtidos para maiores
atividades de esterificacdo foram de 0,75% m/m @y@ara a lipase livre (Figura 5.9.a) e
5,25% m/m (180 U) para a lipase imobilizada (Figu&ab).
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Figura 5.9. Efeito do percentual da massa da lipasBaigllus sp. ITP-001 livre para

Atividade Relativa (%)

reacao de esterificacdo com razdo molar de 1:8déécido) ou 3000mM de &cido
laurico, a 52,5°C (a) e imobilizada para reacaedterificacdo com razdo molar de
1:2,34 (&lcool:acido) ou 2340mM de &cido lauric62a6°C 2340mM (b).

Mahapatreet al (2009) estudaram o efeito da quantidade de enaanesterificacao
de acetato de n-butila e acetato de n-propila, uel &i variado a massa de lipase de
Rhizopus oligosporugnobilizada em gel de silica reticulada de 2,5%ImL ) a 30%
(18U/mL) (m/v) a 30°C, foi observado que 50 e 56%cdnversdo molar de sintese pode ser
alcancada apdés 24 h de reacdo a uma concentrac@ozdea de 25% (15U/mL). Ao
aumentar a quantidade da enzima adicionada, a idatlec de reacdo ndo aumentou
significativamente, o que pode ser devido a fa#iasdbstrato para acessar o sitio ativo da
enzima, e/ou dificuldade em manter a suspensaoraref dos biocatalisadores nas maiores
massas de enzima.

A conversao do butanol, utilizando diferentes msste lipase imobilizada em STY-
DVB, foi avaliada em substratos constituidos deda@butirico e butanol na propor¢édo molar
de 1,5. As sinteses foram realizadas a 37°C e ssasde lipase imobilizada variaram entre
5% e 60% (80 a 1000 mg, respectivamente) da makdalbs reagentes contidos em 20 mL
de substrato em heptano. Valores iguais ou supsriarl5% da massa total de reagentes
levaram a uma transformacgéo quase completa no gea2dh de reacdo. Essa concentragéo é
semelhante a utilizada por muitos pesquisadoresstatos experimentais com Lipozyme e
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outras lipases imobilizadas com aproximadament&6]108sultando em maior atividade de
esterificacao (OLIVEIRAet al, 2000;. ABDULLAH et al, 2009).

5.3.1.4 Estabilidade Operacional da Lipase Imohitia

A estabilidade operacional da lipase imobilizadataénhbém uma caracteristica
importante que pode contribuir para reducédo detalapicustos de operacdo de producéo
industrial, uma vez que a enzima livre carece delegem. Em geral, as enzimas séo dificeis
de ser recuperadas e reutilizadas. A recuperacé@otibzacdo da lipase imobilizada sobre o
suporte sdo aspectos importantes que merecem umaimestigacao (PARKet al, 2010;
ABDULLAH et al, 2009). Neste estudo, a lipase Bcillus sp. ITP-001 imobilizada em
matrizes hidrofilicas foram utilizadas como biotatalor para a reacdo de esterificacdo de
acido laurico com alcool isopropilico por 10mirpesteriormente, recuperados e reutilizados.
Os dados de atividade residual apresentada naarakklmostraram atividade na ordem de
apenas 57% na segunda reutilizacao.

Tabela 5.4.Estabilidade operacional da enzima imobilizada escdo de esterificacdo de
3000mM de acido laurico com alcool isopropilico assa de lipase dgacillus sp. ITP-001
de 5,25% (m/m), em 10min, a 52,5°C.

Ensaio Atividade (U/g) Atividade Relativa (%)
1 267,18 100
2 152,68 57.14
3 0 0

Abdullahet al (2009) estudaram as enzimas imobilizadas no SBA-ESBA-15. As
enzimas imobilizadas foram repetidamente utilizad@®wo biocatalisador para a reacdo de
esterificacdo do acido laurico e citronelol e, postmente, recuperados e reutilizados.
Concluindo que a atividade das enzimas imobilizaiasui ligeiramente com o aumento do
namero de reutilizacdes e a manutencédo da atividadmzima imobilizada em FSBA-15 foi
considerada melhor do que o do SBA-15, a atividéel®®0% da enzima imobilizada em
FSBA-15 foi mantida mesmo apods 4 ciclos de uso. dds objetivos mais importantes da
tecnologia de imobilizagdo de enzimas é de refagstabilidade conformacional da enzima.
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O grau de estabilizacdo depende da estrutura dana@ndos métodos de imobilizacédo e do

tipo de suporte.

5.3.2 Planejamento Experimental Fatorial para Lipasle Candida rugosa Livre e
Imobilizada.

A partir das variaveis (temperatura, razao molarassa de enzima) observadas para
lipase de Bacillus sp. ITP-001 livre e imobilizada foi utilizado o aplkejamento de
experimentos para o estudo da lipaseCdmdida rugosalivre e imobilizada. O uso do
planejamento de experimentos tem-se tornado umergsr estratégia a fim de minimizar o
namero de experimentos e aumentar a confiabilidd@ecaracterizacdo bioquimica de
diferentes reagdes enzimaticas obtendo condic@eizatlas. O planejamento fatorial € uma
ferramenta muito Gtil devido a sua simplicidadenf@abilidade e andlise de dados réapida,
examinando a superficie de resposta (RSM) (FORESHERREIRA, 2010; SHAWt al,
2008).

Foi realizado um planejamento fatorial completocin repeticdo no ponto central
para avaliar a variavel resposta, em funcéo dasirseg fatores: temperatura (52,2°C, 57,5°C
e 62,5°C) e massa da enzima lipaseCamdida rugosalivre (0,25; 0,50; 0,75 m/m) e
imobilizada (2,5; 5,25; 3,375% m/m) no meio reaaloifrés experimentos foram realizados
no ponto central para estimativa do erro experialer®ds resultados foram analisados
empregando o Programa Statistica verséo 7.0.

Os resultados obtidos para a sintese mostram @indfla positiva da temperatura,
onde o aumento desta variavel na reacdo em memioogimplicou em uma maior atividade
da lipase, neste caso o aumento da temperatur@gmowm aumento na velocidade da
reacao, favorecendo a formacao de produto indeptardente da massa de enzima presente
no meio reacional.

Verificou-se que a maior conversdo para a entivna foi de 26,13% para 62,5°C
com a massa de enzima de 0,75%. Para a enzimdizadhaia maior converséo foi 35,93%
para 62,5°C com a massa de enzima de 5,25% (Tabgla
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Tabela 5.5 Matriz de planejamento de experimento e convedséacido laurico pela lipase
deCandida rugosdivre e imobilizada.

Nivel Converséao (%)
Ensaio X, X, Lipase deCandida Lipase deCandida rugosa
rugosalivre. imobilizada.
1 -1 -1 14,62 15,78
2 +1 -1 16,97 13,36
3 -1 +1 7,9 15,4
4 +1 +1 26,13 35,93
5 19,45 15,16
6 16,34 3,95
6 22,56 5,98

Podemos observar nos graficos de superficie destsgue o aumento das variaveis
causam o0 aumento na sintese para a enzima limvelelizada (Figure 5.10 a,b)

Conversdo (%)
Conversio (%)

10,87
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15,19
1736
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21,68
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8,17
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Figura 5.10 Superficie de resposta para a producao de ladeasopropila utilizand
lipase deCandida rugosdivre (a) e imobilizada (b).

oy
s

HIRRA00ANN
] ] ]
SR Es

N
-~
o

A Tabela 5.6 apresenta a estimativa de efeito dagweis e suas interacdes a partir da

analise do planejamento fatorial. Pode ser notad® & temperatura € a variavel mais
significativa.
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Tabela 5.5.Estimativa de efeito na producéo de laurato iguipoo a partir da conversao de

acido laurico usando lipase @andida rugosdivre e imobilizada.

Variavel Estimativa Erro Padréo Valores de p

Livre Imobilizada Livre Imobilizada Livre Imobilizada
Média Global 17,71* 8,36 +1,29* +3,44 0,000847* 0,268778
Xi:Temperatura  10,29*  9,05* +3,42* +3,42* 0,057560* 0,123367*

Xo: Massa d
1,22 23,50 +3,42 +3,42 0,745427 0,745427

enzima
X1 X5 7,94* 11,47* +3,42*%  +3,42* 0,103396* 0,103396*

R2=0,89; 0,15

5.4 PRODUCAO DE ESTERES ETILICOS

Inicialmente foi avaliada a producédo de ésterda@tia partir do 6leo de soja na
presenca da lipase déandida rugosa,apresentando resultados nas razdes molares e
carregamentos conforme na Figura 5.11. Com basdaeos da literatura verificou-se nesse
trabalho a eficiéncia da enzima lipgSandida rugosgpara a producdo de ésteres etilicos.
Portanto, realizou-se o estudo utilizando o camegdo de (25, 250 e 500U) onde a condigéo
Otima foi alcangcada com 500U oferecidas de LCRelierimobilizada para a producéo de
ésteres etilicos mantendo as seguintes razfes enodard0°C; 1:6 e 1:18. O maximo
rendimento global da reacéo utilizando 6leo de sogaanol foi de 32,68%, na razdo molar
1:18 com o tempo de reacbes de 96h para enzima Iesempenhos inferiores foram
obtidos pelas preparacdes de Lipolase e lipasegftiza com formagéo total em de ésteres
etilicos 25,50 e 9,1% respectivamente (MOREIRA RA3/Q007).
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Figura 5.11 Converséo em ésteres etilicos utilizando a ligasgandida rugosdivre, 96h,

40°C, sem solvente.

O mesmo teste foi realizado com a enzima imobitiz&igura 5.12. Verificou-se que
0 maximo rendimento global da reacgdo utilizandmznea imobilizada foi de 34,61% com
120h de reacdo na razdo molar de 1:6. Observa-smaior tempo reacional comparado a
enzima livre, possivelmente devido ao efeito ddast@&scia da transferéncia de massa
oferecida pelo suporte para a difusdo do substraténterior da matriz, isto é, a maior
dificuldade de acessibilidade do substrato e ddasdbd produto do interior do sistema

imobilizado quando da enzima quando comparadaiman&re (FREIRE, 1988).

| C_150U
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(111 500U

Conversao (%)

o : , i ———
Razao 1:6 Razao 1:18

Figura 5.12 Conversdo em ésteres etilicos utilizando a ligasgandida rugosa
imobilizada, 120h, 40°C, sem solvente.
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Observa-se na comparagédo da enzima livre e imabdizo aumento da temperatura
para 50°C ndo apresentou conversao para ambasasndim entanto, 0 aumento da razao
molar Oleo:alcool e o aumento do carregamento dalisador aumentam a conversao em
ésteres etilicos para a enzima livre, porém pagazama imobilizada o aumento da razéo
molar e consequentemente elevado excesso de etafluknciou negativamente. Alguns
trabalhos relatados na literatura apresentam quexcesso de alcool em reacbes de
transesterificacdo com enzimas imobilizadas redcanaersdo em ésteres etilicos devido ao
efeito de inativacdo do sistema imobilizado (I&Q@l, 2001; HSUet al, 2003).

De acordo com o estudo realizado por Pemdia (2001) a lipase déandida rugosa
imobilizada em quitosana apresentou uma conversiar rde apenas 26%, possivelmente
devido a presenca de etanol como doadores do @gwifZono meio reacional ocasionando
danos a camada de hidratacdo da interacdo camaéécgrou na estrutura da enzima,
resultando numa inibigcdo parcial ou total da prag@&w enzimatica ou também possivelmente
a reducdo da disponibilidade do alcool na faseid&unterrompendo a reacdo de
transesterificacao.

A inibicdo causada pelo alcool pode ser minimizaden a adicdo de solventes
apolares no meio reacional das reacdes de alcodis substratos. O terc-butanol tem sido
bastante utilizado alcancando altos rendimentoséstares (ROYONet al, 2010). Neste
sentido foi realizado teste utilizando o terc-botasomo solventes na reag¢édo do 6leo de soja
com a lipase d€andida rugosdivre e imobilizada. Como se pode observar nargi@ul3 os

resultados ndo foram satisfatorios, diminuindo mvecsdo quando comparada a reacdo sem
solvente.
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Figura 5.13.Conversado em ésteres etilicos utilizando LCR Ifa)jes imobilizada (b), 96h,

40°C, na presenca de terc-butanol.
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Estudos comprovam que a lipase mantém maior atigigea presenca de solventes
com baixa polaridade, assim foi testado a reacdoresenca de n-hexano (Tabela 5.7). Os
resultados para a producdo de ésteres foram fasatiss quando comparados com a
literatura. Os ensaios foram realizados com a dig#sCandida rugosalivre. Entretanto,
apesar da lipase deandida rugosdivre apresentar baixa conversao em ésteres, \&®er#H0
em monoglicerideos apresenta-se como interessaraeaaplicacdo na producdo de diversos
bioprodutos, como por exemplo emulsificantes @dizs para producdo de polimeros e tintas
(LIU et al, 2010; LIMA et al, 2004).

Tabela 5.7.Producéo de ésteres, mono, di e triglicerideozanitlo LCR.

Lipase Esteres (%) Mono (%) Di (%) Tri (%)
Livre 16,73 61,90 21,40 0,00
Imobilizada 0,27 12,90 24,10 62,70

A variacado de 0leos para reacdes de transesteéiiceomCandida rugosana forma
livre e imobilizada ndo apresentaram resultadoa paproducdo de ésteres etilicos. Nas
mesmas condi¢cdes de estudo avaliou-se a liBas#élus sp. ITP-001 livre e imobilizada,
contudo nédo foi observada producdo de ésteresostiiia transesterificacdo de diferentes

Oleos vegetais.

5.5 ESTABILIDADE EM SUPERCRITICO

Apbs a avaliacdo do potencial das lipases livresabilizadas na hidrélise do azeite
de oliva, na sintese de laurato de isopropila producdo de ésteres etilicos verificou-se a
estabilidade dos biocatalisadores na presencai®sgl supercriticos. Devido aos resultados
ndo satisfatérios para a producédo de ésteresostifielecionou-os sistemas reacionais que

apresentaram as maiores atividades, foram elagioeke hidrélise e esterificacao.
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5.5.1 Estabilidade da Lipase de Bacillus sp. ITR-8ale Candida rugosa Livre

Neste item sera avaliada a perda ou ganho deadizide hidrélise e de esterificacao
das enzimas livres e imobilizadas ap0s o tratamesmo propano supercritico. As atividades
enziméaticas foram realizadas ap0s as enzimas seremetidas ao propano supercritico por
1h em temperaturas (45, 52 e 60°C) e pressdesl{Ee 200bar), onde a atividade foi
medida em intervalos de tempos apds o tratamenflg Qe 6h).

A atividade de hidrdlise e de esterificacéo lipds@acillus sp. ITP-001 e lipase de
Candida rugosalivre depois de submetidas ao propano supercriifm apresentadas nas
Figuras 5.14 a 5.17. Os experimentos foram realzath temperatura (T) de 45-60°C,
presséo de 50-200bar e diferentes tempos (t) pdas &as condicdes.

Na atividade de hidrolise da lipase Hacillus sp. ITP-001 observa-se que quando
submetida a altas temperaturas (60°C) e independkntvariacdo de pressdo a atividade
hidrolitica ndo é afetada e o ganho é aproximademé&b%. Na presenca de baixa
temperatura houve perda de atividade, independiEnfgessdo, a maior atividade em altas
temperaturas pode ser explicada pela estabilidagta &énzima a 80°C (BARBOS&t al,
2010). Portanto, as melhores condi¢cdes foram 600B& e 60°C/50bar, mantendo uma
atividade e ganhos constantes, nas demais condicdttadade menos que 0% significa que
é inferior a atividade hidrolitica da enzima anties ser submetida ao fluido supercritico
(1693U/9g) (Figura 5.14).

—e— 45°C/50bar

—0— 60°C/50bar
254 —a— 52°C/115bar
201 —m— 60°C/200bar

—0— 45°C/200bar
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-204

s
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Figura 5.14 Perda ou ganho da atividade de hidrélise da liga8acillussp. ITP-001
livre depois de submetida ao propano supercritico.
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Em testes com lipase dé€andida rugosaobservou-se que todas as condicdes
resultaram em ganho de atividade de hidrélise, seneg em temperaturas baixas e alta
pressao (45°C/200bar e 52°C/115bar) o ganho ddati® de hidrélise ultrapassou 350%, no
entanto, para baixas pressfes o ganho ndo ultcap@89%. Observa-se que as melhores
condi¢des (52°C/115bar e 45°C/200bar) ndo apreaemtmudancas significativas em sua
atividade hidrolitica apdés o tempo inicial, confernfigura 5.15. Nas condicdes de
45°C/50bar, 60°C/50bar e 60°C/200bar o ganho déadie hidrolitica da enzima foi préxima
a atividade antes de ser submetida ao fluido stipeoc(2550U/g). Esse perfil também foi
observado anteriormente para a atividade da ligadgacillus sp. ITP-001 em sua melhor
condicéo (60°C/200bar e 60°C/50bar).

—&— 45°C/50bar
—0O— 60°C/50bar
—e— 52°C/115bar
—O— 60°C/200bar
600+ —&— 45°C/200bar
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400—- \/ l
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200-] /
100;@! ——

0

Perda ou Ganho (%)

o 1 2 3 4 5 6
Tempo (h
Figura 5.1%. Perda ou ganho da atividade de hidrélise da liga§€andida rugosa

livre depois de submetida ao propano supercritico.

Primozic et al (2003) avaliaram a hidrélise de 6leo de girassul presenca de
Lipolase 1007 (lipase deAspergillus nigey, utilizando CQ supercritico e a maior conversao
de acido oléico (0,193 g/g) e acido linoléico (®5§g) foi obtida a 50°C e 200bar,
apresentando similaridade com as temperaturas ssga® das melhores condi¢cbes desse
trabalho.

O uso de fluido supercritico torna-se atraente paaplicacdo da enzima e o aumento
da atividade foi observada nas reacdes realizadagmpo inicial (0), onde as melhores
condi¢des para o ganho de atividade apresentoorstéante ou alteracdo nao significativa no

decorrer do tempo. Tal vantagem é importante quandgparado ao estudo de Freigasl
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(2007) na hidrélise do oleo de soja utilizando dpgancreética de suinos em condi¢des
normais a 40°C, onde a conversdao maxima de 70%ldancada apenas depois de 24h de
reacao.

Na atividade de esterificacdo da lipaseBdeillussp. ITP-001 no tempo inicial houve
ganho de 500% quando a enzima foi submetida a 28084r, mas o aumento da temperatura
a 60°C apresentou influéncia negativa e o ganhatdgdade diminuiu para 240%. O
desempenho em alta temperatura foi positivo commandicéo da pressao e atingiu 190% de
ganho na atividade na condicdo de 60°C/ 50bar.ihesvalos de 1, 2 e 6h, a lipase de
Bacillus sp ITP-001 apresentou uma perda da sua atividddancando a perda total na
maioria das condi¢cdes, com atividade de esterdiwagual ou menor do que a antes de ser
submetida ao fluido supercritico (1402U/q) (Fighirs6).
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Figura 5.1€. Perda ou ganho da atividade de esterificacagdadiddBacillussp. ITP-
001 livre depois de submetida ao propano supeariti

Na Figura 5.17 observou-se que a atividade deifesicéo da lipase d€andida
rugosafoi influenciada positivamente em todas as corelicdo tempo inicial, atingindo a
perda de atividade de esterificacdo apos 6h, misswte devido a inativacdo da enzima,
com atividade de esterificacdo inferior a atividaalstes de ser submetida ao fluido
supercritico (1545U/g). No entanto, quando subrostal alta temperatura e baixa presséo, o
mesmo ganho se manteve em tempos posteriores, aflee ger explicado por meio da
manutencdo de conformacdo da enzima que apésdterssbmetido ao fluido supercritico
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realizou conversdes em ganhos significativos, chgatke atividade constante também foi
observado para a reacdo de hidrdlise (Figura 5.15).

—a— 45°C/50bar
—e— 60°C/50bar
—0— 52°C/115bar
—0O— 60°C/200bar
I —*— 45°C/200bar

@

Perda ou Ganho (%)

Tempo (h)
Figura 5.17. Perda ou ganho da atividade de esterificacéo dadigeCandida rugosa

livre depois de submetida ao propano supercritico.

De acordo com Rezaet al (2007), embora as enzimas sejam ativas em sitparcr
0 aumento da pressao pode afetar sua atividadeéadawiminuicdo do coeficiente de difuséo,
em algumas situacdes a atividade melhora com oradomda temperatura. Mas a combinacao
de temperatura e pressao varia de acordo com ad¢mmzima. O comportamento da lipase
de Bacillus sp. ITP-001 (hidrélise e esterificacdoLandida rugosghidrélise) se opdem ao
descrito por Rezaeit al (2007), possivelmente devido ao coeficiente fieséld de substratos
para os sitios ativos das enzimas serem afepahitivamente apos a submissdo ao fluido
supercritico em pressdes mais altas. Este compamtarg devido a enzima ser uma molécula
complexa em que a pressao e a temperatura afetiemsalade e propriedades de transporte
(viscosidade, condutividade térmica e difusividade)fluido supercritico, a solubilidade e
transporte de reagentes e produtos para a enziddd®LPH et al, 1991).

Ikushimaet al (1996) estudaram a atividade de esterificacadbpdae deCandida
cylindraceautilizadas na esterificacdo e observaram que @cidelde de reacdo depende da
pressdo, provocando um aumento em 7,55MPa, pr@sé&mno ao ponto critico do GO
supercritico. Este aumento tem explicado as indeagentre o didxido de carbono e

conformacao de moléculas de enzimas em sintesémats/o.
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No entanto, nem todas as enzimas apresentam niaiolade quando submetidas a
CO, supercritico devido a polaridade deste liquideultando em problemas de dissolucao
dos compostos hidrofobicos e hidrofilicos (OLIVEIRAOLIVEIRA, 2001). Outro efeito
também causado pelo FSC £&a formacéo de acido carbonico e carbamatosmadzade
hidratacdo da enzima, tornando-se uma barreiragatdostrato ultrapassar e acessar o sitio
ativo da enzima (HARPER e BARREIROS, 2002; KAMAT al, 1995). Habulin e Knez
(2001) realizaram o estudo da estabilidade e dalatie de esterificacdo de acido n-butirico
com o etanol e o alcool isoamilico, na presenclipdses diferentes e auséncia de solvente a
pressao atmosférica, G® propano a 100bar e 40°C. Notou-se que na preskenCQhouve
grande perda na atividade da lipase e a diminueaatividade relativa foi atribuida, além da
interacdo entre o GCe a enzima, como também a diferenca na particdagda entre a
enzima e sua vizinhanca. No entanto, o uso de poopamentou a atividade de lipases de
pancreas suinokhizopus javanicus

O outros solventes como propano quando utilizapas®, tem crescido devido as
diferentes particdes de agua no solvente

5.5.2 Estabilidade da Lipase de Bacillus sp. ITR-8@e Candida rugosa Imobilizadas

Apds os experimentos com as lipases livres, foraoolkidas duas condicdes para
experimentos com a enzima imobilizada: 60°C e 20(Qkmase deBacillus sp. ITP-001) e
45°C e 200bar (lipase daandida rugosp Apos a enzima submetida ao fluido supercritico,
as atividades realizadas foram a de hidréliseezifishcdo no tempo de 1, 2, 6 e 12h.

Nota-se na Figura 5.18 e 5.19 que houve perdaivddaate na hidrolise para as duas
enzimas, onde a perda na atividade foi menor doacatévidade antes da lipase Blacillus
sp. ITP-001 (676U/g) e lipase deandida rugosa378U/g) serem submetida ao propano
supercritico. Para a esterificacdo ap6s 1h a atieidfoi maior do que no tempo inicial,
possivelmente devido a conformacao da lipase esmatura, sendo que apés 2h houve perda
de atividade de esterificacdo, alcancando atividiaideior comparada com o valor antes de
ser submetida ao fluido supercritico (233U/g). fedin¢ca de comportamento entre as reacdes
de hidrélise e esterificacdo deve-se possivelmaatacesso do substrato e a alteracdo dos
aminoacidos residuais do sitio ativo provocada plado supercritico, pois quando
imobilizadas, os reagentes devem primeiramente ifemdét através do fluido para a
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superficie das particulas, que atravessam uma eaesi@gnada e, em seguida, difundem-se

nos poros da enzima, por conseguinte, o processnin de difusdo depende das

modificagdes na conformacéo da enzima (FREIRE, Y1988

100+

80

60

40

20

-20-

Atividade Residual (%)

-40]

-60

-80

—=— Esterificagdo
—o— Hidrdlise

& =

T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12

Tempo (h)

Figura 5.1€. Perda ou ganho da atividade de hidréligee(esterificacaom) para
lipase deBacillussp. ITP-001 imobilizada, depois de submetido @amo supercritico

(60°C e 200bar).

A lipase deCandida rugosaconforme Figura 5.19 apresentou mesmo perfil da

Bacillus sp. ITP-001, porém para a atividade de esterifwagdresentou 0 maior

resultado com atividade residual superior a 1008824, sendo que apds esse tempo

alcancou atividade inferior quando comparada covalor antes de ser submetida ao

fluido supercritico (104U/q).
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Figura 5.1€. Perda ou ganho da atividade de hidréligee(esterificacaom) para
lipase imobilizada d€andida rugosadepois de submetido a propano supercritico

(45°C e 200bar).
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Romeroet al (2005) relataram que para a lipase imobilizadaeroial em resina de
troca ibnica, Novozyme 435, foi altamente eficiepéea a reacao de esterificacdo do alcool
isoamilico em continuo, utilizando diéxido de carbcsupercritico, cuja conversao foi de
100%, permanecendo estavel por 30 dias. A atividatiditica foi mantida ativa nas pressoes
que variam de 80°C em 300bar, porém, a influénaidedthperatura foi observada negativa
apos 586°C na producdo de acetato de isoamila.

Resultados opostos foram encontrados por Hatailinl (2007) que estudaram a
estabilidade da lipase imobilizada @andida antarcticaB. (Novozyme 435) em CO
supercritico, a esterificacdo do &cido lauricotmwelol em diferentes solventes organicos e
liguidos i6nicos. Atividade residual da lipase estpoao CQ@ supercritico diminuiu
ligeiramente, resultando em menor concentracaostir @éa primeira hora da reacdo. Essa
perda da atividade residual pode ser explicadagdtacdo da dgua essencial da enzima, o
que foi confirmado pelo método de Karl-Fischer,@me a lipase néo tratada continha 1,44%
de 4gua, enquanto na lipase tratada pos €ercritico continha apenas 0,88% de agua. A
presenca de agua é um fator determinante da édaaleilda enzima em FSC.

O mesmo comportamento foi observado por Olivetral (2006), que estudaram a
lipase imobilizadaYarrowia lipolytica em suporte hidrofobico e incubadas em diferentes
solventes supercriticos. Os resultados mostrarammaior perda de atividade em diéxido de
carbono (29%), com menor perda de atividade emapmgl,5%) e n-butano (1,4%), que
impulsiona os estudos da lipase em propano supescidevido a baixa constante dielétrica,
caracteristicas constantes deste solvente, favate@ativacao interfacial, e hidrofobicidade,

se comportando como um liquido convencional.
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Capitulo 6

6. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho, que envolvearacterizacdo bioquimica da
lipase deBacillussp. ITP-001 imobilizada pela técnica sol-gel rdrdlise do azeite de oliva,
producao de emulsificantes a partir da lipasBatgllus sp. ITP-001 €andida rugosdivre e
imobilizada, producéo de ésteres etilicos e esdalié das lipases na presenca do propano

supercritico, permitiram as seguintes conclusées:

- O rendimento de imobilizagcéo foi de 28% para zrea lipase de&Candida rugosae 43%
para a enzima lipase &acillussp. ITP-001 na presenca do aditivo polietilenadic

- Na caracterizagéo bioquimica a lipase do noviadsodeBacillus sp. ITP-001 imobilizada
pela técnica de encapsulamento sol-gel apreserdr atividade, na reacdo de hidrélise do
azeite de oliva, quando submetida ao pH 5 e temparde 80°C, a sua estabilidade térmica
foi a 37°C. A atividade enzimatica foi estimuladdog ions EDTA, FeG| MnCl,, ZnCl, e
quase todos os solventes organicos utilizadost@xyaga o alcool etilico e isopropilico. Os
valores de Wax e Ky foram respectivamente 0,102mol/min.g e 14,62mretérthinados pelo
método de Lineaweaver-Burk;

- Para a reacgéo de esterificacdo na conversdowatidale isopropila utilizando a lipase de
Bacillus sp. ITP-001 livre a temperatura 6tima foi de 52,5%tazdo molar de 1:3
(alcool:acido) ou concentracdo de 3000mM de ac#oido, 0,75% (m/m) de massa de
enzima e para a enzima imobilizada a temperatim@dambém foi de 52,5°C, razdo molar
de 1:2,34 (alcool:acido) ou concentragcdo de 2340ueMVAcido laurico e 5,25% (m/m) de
massa de enzima;

- Para a reacao de esterificacdo na conversdowratdale isopropila na razdo molar de 1:3
(a@lcool:acido) ou concentracdo de 3000mM de acdodo utilizando a lipase deandida
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rugosaa temperatura 6tima de 62,5°C para a livre e ihzabia e massa de enzima de 0,75 e

5,25% (m/m) para enzima livre e imobilizada, respamente;

- Na reacgéo de transesterificacdo a condicdo dafieneeacéo foi alcancada com 500U/g de
lipase deCandida rugosdivre, razdo molar 6leo:alcool de 1:18, tempeatie 40°C e 96
horas de reacdo, a conversao foi de 32,68% de is@iovpara o 6leo de soja, e para a enzima
imobilizada foi de 34,81% diferenciando-se o terdpaeacéo para 120 horas;

- Na influéncia do solvente hexano no meio readioom raz&o molar 1:6, verificou-se que a
lipase deCandida rugosgroduziu 61,9% de monoglicerideos, 21,4% de diglieos, 0 %
de triglicerideos e 16,73% ésteres etilicos;

- Na avaliagdo da estabilidade das enzimas lividsmstida ao propano supercritico
observou-se na maioria das condicdes que no temal ias enzimas apresentaram ganho de
atividade nas reacfes de hidrolise e esterificagdtretanto esta atividade ndo é estavel,
diminuindo com o tempo. Na forma imobilizada paraeacdo de hidrolise as enzimas
apresentam perdas de atividade e o resultado gaificativo na reacdo de esterificacéo foi
obtido para d.CR imobilizada, alcancando ganhos de atividade soqgsia 1000% até 2h
depois de submetida ao fluido supercritico.

Portanto, verificou-se nesse estudo a importad&iaaracterizacdo bioquimica e dos
parametros reacionais para otimizacao da aplicagzZionatica, o baixo potencial das enzimas
para a producdo biodiesel pela da reacdo de ttarifieacdo, porém alto potencial para
producdo de emulsificantes ap0s submissdo das amdinmes e imobilizada ao propano

supercritico.
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Capitulo 7

7. TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade e complementar os estudoproducdo de ésteres etilicos e

emulsificantes por via enzimatica, sugere-se:

- Testar outros procedimentos de imobilizacdo patgase deBacillus sp. ITP-001 para

verificar a estabilidade operacional em outrosstige reacoes;

- Avaliar o uso de sistemas supercriticos na pr@oule emulsificantes utilizando a lipase de
Candida rugosamobilizada;

- Realizar as rea¢des em outros meios ndo conveisioomo, por exemplo, micro-ondas;
- Realizar ensaios de pressurizacéo na preserdgude

- Caracterizar o produto da reacéo de transestgdio para classifica-lo como biodiesel ou
nao.
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Capitulo 8

8. LISTA DE DIVULGACAO DOS RESULTADOS

Esta dissertacdo de mestrado foi realizada ao lalegg@4 meses de estudo, até o
presente momento publicaram-se os resultados esrediés meios de divulgacdo, como a

seguir listadas:

- Apresentacéo oral eventos:

1) SANTANA, S.P; QUEIROZ M. L. B.; CARVALHO, N. B.DARIVA, C,;
FRICKS, A. T.; SILVA, A. L.; ZANIN, G. M.; SOARESC. M. F.; Parametros reacionais
para a sintese enzimatica do laurato de isoprepilaneio isento de solvente organico. IX
SHEB —Simpdsio de Hidrdlise Enzimatica de biomadgasinga, 2009.

2) CARVALHO, N. B; BARBOSA, J. M. P; FARIA, E. LP; FRICKS, A. T.; LIMA,
A.S.; SOARES, C.M. F; Caracterizacdo bioquimica ligase deBacillus sp. ITP-001
imobilizada em matriz hidrofébica. | SIMPOSIO NORSHNO DE BIOPROCESSOS,
Aracaju, 2011.

- Apresentacao de poster em eventos

1) CARVALHO, N. B.; MATOS T. G.; LIMA A. S.; FRIBS A.T.; SOARES C. M.
F.. Producéo de laurato de isopropila a partinpise obtida por micro-organismos isolados
do solo contaminado por petréleo. SEPEQ — Semini@iBesquisa em Engenharia Quimica -
UFS, Aracaju, 2009.

2) CARVALHO N.B.; RESENDE, W.C.S.; MATOS, T.G.; RBKS, A.T.; SOUZA,
R.L.; ZANIN, G.M.; LIMA, A.S.; SOARES, C.M. F. Intlizac&o de lipase pela técnica sol
gel para producéo de laurato de isopropila. COBEQorgresso Brasileiro de Engenharia
Quimica. Foz do Iguacu. 2010.

3) FARIA, E. L. P; CONCEICAO, T.C.G.; REZENDE,.®/S.; CARVALHO N.B.;
FRICKS, A.T.; LIMA, A.S.; SOARES, C.M. F.; Producd@le biodiesel por transesterificacdo
utilizando enzimas imobilizadas. COBEQ — CongreBsasileiro de Engenharia Quimica.

Foz do Iguagu. 2010.
78



4) ZANIN, G. M.; CARVALHO, N. B; FARIA, E. L. P; BSTRO. H. F.; LIMA,
A.S.; SOARES, C.M. F.; Transesterificacdo de oleosdja para a producdo de biodiesel
utilizando biocatalisadores livres e imobilizadd®. Encuentro Regional de Biocatalisis y
Biotransformaciones (EnReBB2010). Uruguai. 2010.

5) CARVALHO N.B.; RESENDE, W.C.S.; BORGES, G.; FERS, AT,
FRANCESCHI, E.; DARIVA, C; ZANIN, G. M.; LIMA, A.S, SOARES, C.M. F. Avaliacéo
da Estabilidade da Lipa®acillussp. ITP-001 Livre e Imobilizada em Propano Prezadp
para Producdo de Emulsificantes. XVIII Simpadsio iNaal de Bioprocessos. Caxias do Sul.
2011.
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ANEXO A

Tabela A.1. Atividade relativa do efeito do pH na atividaderbiiica da lipase d8acillus
sp ITP-001 imobilizada nesse estudo e livre condoBarbosat al (2010).

Atividade Relativa Bacillus ~Atividade Relativa Bacillus .
Desvio Desvio
sp. ITP-001 Imobilizado (%) sp. ITP-001 Livre (%)
3 82,23 0 79,25 6,26137
4 90,92 0 97,99 3,94068
5 95,53 0 100 5,58086
6 96,15 4,4 93,4 3,00221
7 100 3,3 82,51 1,81174
8 76,81 7,4 74,65 3,12569
9 62,61 3,6 65,55 2,67916
10,5 43,52 2,5 47,4 1,64183

Tabela A.2. Atividade relativa do efeito da temperatura naiddigie hidrolitica da lipase de
Bacillussp ITP-001 imobilizada nesse estudo e livre conéoBarbosat al (2010).

Atividade Relativa Atividade Relativa
Temperatura _ _ ] _
CC) Bacillus sp. ITP-001 Desvio Bacillus sp. ITP-001  Desvio
Imobilizado (%) Livre (%)
25 80,75 57,08 6,64 0
37 88,01 66,18 3,68 7,46
45 86,41 73,85 0 511
60 84,54 80,26 1,32 2,15
70 87,40 86,46 1,65 0
80 100 100 6,51 6,74
100 75,77 94,73 8,66 5,95
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Tabela A.3. Atividade relativa em funcdo da temperatura aténfi@Opara avaliacdo da
estabilidade enziméatica da lipase Bacillus sp ITP-001 imobilizada, tempo reacional de
10min, em pH 5, a 37°C.

Tempo (min) 37°C 50°C 60°C 70°C 80°C
0 100 100 100 100 100

10 49,60 45,33 49,93 45,62 42,70

30 47,16 47,07 42,70 45,56 42,70

60 50,91 45,79 48,43 45,56 43,88

120 51,15 53,08 54,44 45,94 43,88

Tabela A.4.Atividade relativa na influéncia de solventes rigida@de hidrolitica da lipase de
Bacillussp ITP-001 imobilizada, pH 5 e 37°C.

Solvente Atividade Relativa (%)
CONTROLE (Sem solvente) 100,00
ACETONITRILA 10% 145,90
ACETONA 10% 129,80
A. METILICO 30% 124,20
ACETONITRILA 30% 124,11
PIRIDINA 10% 118,99
PIRIDINA 30% 118,99
A. METILICO 10% 118,54
ACETONA 30% 108,20
A. ISOPROPILICO 10% 103,51
A. ISOPROPILICO 30% 88,15
A.ETILICO 30% 80,08
A.ETILICO 10% 53,79
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Tabela A.5. Atividade relativa na influéncia dos ions na atad hidrolitica da lipase de
Bacillussp ITP-001 imobilizada, pH 5 e 37°C.

Solvente Atividade Relativa (%)
CONTROLE (Sem ions) 100,00
EDTA 10 148,64
EDTAOQ,1 125,19
FeCk 0,1 127,87
MnCl, 10 119,92
FeCk 10 118,99
MnCl, 0,1 106,03
ZnClh 0,1 105,86
CoChL 10 98,02
CoCL 0,1 97,96
ZnCl, 10 96,79
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Tabela A.6.Velocidade e concentracéo de substrato dos dagesigentais comprados com
os modelos cinéticos de Lineaweaver-Burk e o n&=li na reacéo de hidrélise do azeite de
olivaem pH 5 e 37°C.

v (mmol/g.min) v (mmol/g.min) v (mmol/g.min)
S (mmol) , . .
Lineawearv-Burk N&o-linear Experimental
0 0 0 0
37 0,07311 0,06821 0,07567
100 0,08899 0,08753
150 0,09294 0,09267
186 0,09457 0,09482
250 0,09636 0,09724
300 0,09726 0,09845
350 0,09791 0,09934
372 0,09814 0,09965 0,09845
450 0,09879 0,10054
500 0,0991 0,10097
550 0,09936 0,10132
600 0,09957 0,10162
650 0,09976 0,10187
700 0,09991 0,10209
744 0,10003 0,10226 0,1002
800 0,10017 0,10244
850 0,10028 0,10259
900 0,10037 0,10272
950 0,10045 0,10284
1000 0,10053 0,10295
1050 0,1006 0,10304
1116 0,10068 0,10316 0,1119
1150 0,10072 0,10321
1200 0,10077 0,10328
1250 0,10082 0,10335
1300 0,10087 0,10341
1350 0,10091 0,10347
1400 0,10095 0,10352
1450 0,10098 0,10357
1488 0,10101 0,10361 0,114
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Tabela A.7. Ajuste dos modelos aos dados experimentais foiddasea magnitude do erro

médio relativo (P) e estimado (SE)Valores dos erros

Lineaweaver-Burk

S VVobs Vpre Vobs-vpre |modulo| (Vobs-Vpre)/Vobs (Vobs-vpref

37 0,07567 0,0731111970,00256 0,00256 0,033815287 6,54747E-06
186 0,07609  0,0945668430,01848 0,01848 0,242828792 0,000341394
372 0,09845  0,0981428790,00031 0,00031 0,00311956 9,43231E-08
744  0,10020 0,1000342730,00017 0,00017 0,001653964 2,74655E-08
1116 0,11190 0,1006810420,01122 0,01122 0,100258782 0,000125865
1488 0,11400 0,1010075730,01299 0,01299 0,113968654 0,000168803
P 8,260750671

SE 0,011337823

Hanes-Wolf

S VVobs Vpre Vobs-vpre |modulo| (Vobs-Vpre)/Vobs (Vobs-vpref

37 0,07567  0,0388330520,03684 0,03684 0,486810471 0,001356961
186 0,07609 0,08395364 -0,00786 0,00786 0,10334655%,18368E-05
372 0,09845  0,0981069660,00034 0,00034 0,003484343 1,17672E-07
744  0,10020 0,1071378890,00694 0,00694 0,069240405 4,81343E-05
1116 0,11190 0,110529364 0,00137 0,00137 0,012248759 1,87864E-06
1488 0,11400 0,1123069150,00169 0,00169 0,014851623 2,86654E-06

P 11,49970264
SE 0,017156892

Eadie-Scatcharel

S VVobs Vpre Vobs-vpre |modulo| (Vobs-Vpre)/Vobs (Vobs-vpref

37 0,07567  0,0285493830,04712 0,04712 0,622712003 0,002220353
186  0,07609 0,0747588420,00133 0,00133 0,017494514 1,77198E-06
372 0,09845 0,0935613680,00489 0,00489 0,049655986 2,38987E-05
744  0,10020 0,107019563-0,00682 0,00682 0,068059508 4,65064E-05
1116 0,11190 0,112409347-0,00051 0,00051 0,004551808 2,59435E-07
1488 0,11400 0,115313081-0,00131 0,00131 0,011518256 1,72418E-06

P 12,89986792
SE 0,021422014

Wolf-Augustinisson-Hofstce

S Vobs \Vpre Vobs-vpre |modulo| (Vobs-Vpre)/Vobs (Vobs-vpre)

37 0,07567 0,0317142860,04396 0,04396 0,580886934 0,001932105
186  0,07609 0,0772318340,00114 0,00114 0,01500636 1,30378E-06
372  0,09845 0,0939789470,00447 0,00447 0,04541445 1,99903E-05
744  0,10020  0,10540732 -0,00521 0,00521 0,051969262,71162E-05
1116 0,11190 0,1098605410,00204 0,00204 0,018225725 4,15939E-06
1488 0,11400 0,1122313010,00177 0,00177 0,015514903 3,1283E-06

P 12,11696054
SE 0,019938921
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Non-linear

S Vobs \Vpre Vobs-vpre |modulo| (Vobs-Vpre)/Vobs (Vobs-vpre)

37 0,07567  0,0682057580,00746 0,00746 0,098642019 5,57149E-05
186  0,07609 0,0948242380,01873 0,01873 0,246211562 0,000350972
372  0,09845 0,099653026-0,00120 0,00120 0,012219663 1,44727E-06
744  0,10020 0,102256663-0,00206 0,00206 0,020525575 4,22986E-06
1116 0,11190 0,1031550410,00874 0,00874 0,078149771 7,64743E-05
1488 0,11400 0,1036101750,01039 0,01039 0,091138813 0,000107948

P 9,114790037
SE 0,010925076

Tabela A.8. Atividade relativa do efeito da temperatura sobresgerificacdo da lipase de
Bacillus sp. ITP-001 livre com massa de enzima de 0,75%n)ra imobilizada com massa

de enzima de 5,25% (m/m) e razdo molar de 1:3¢k&mdo) ou 3000mM de acido laurico.

Atividade Relativa Atividade Relativa

Temperatura ] ) _ _
CC) Bacillus sp. ITP-001 Desvio Bacillus sp. ITP-001 Desvio
Livre (%) Imobilizada (%)
45 48,43 9,73 64,90 6,80
52,5 100 7,75 100 0
57,5 40,87 9,88 77,11 5,54
62,5 36,87 5,64 60,30 0

Tabela A.9. Atividade relativa do efeito da concentracdo deddcna atividade de
esterificacdo da lipase d&acillus ITP-001 livre com massa de enzima de 0,75% (m&m),
52,5°C.

Acido Laurico (mM) Atividade Relativa (%) Desvio
840 3,81 0,42
1000 35,31 5,96
3000 100 0
3150 91,04 10,19
3580 23,91 3,06
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Tabela A.10. Atividade relativa do efeito da concentracdo ded@acha atividade de
esterificacdo da lipase dgacillus ITP-001 imobilizada com massa de enzima de 5,25%

(m/m), a 52,5°C.

Acido Laurico (mM) Atividade Relativa (%) Desvio
1250 1,26855 0
1620 42,20881 7,41
2340 100 1,68
3000 36,56973 0,82
4200 21,41516 4,16

Tabela A.11.Atividade relativa no efeito da massa da lipas8a@llus sp. ITP-001 livre na
reacdo de esterificagdo com raz&o molar de 1:8décido) ou 3000mM de &cido laurico, a

52,5°C.

Massa (%) Atividade Relativa (%) Desvio
0,25 39,5086 0
0,5 26,62191 3,19
0,75 100 0
1 22,60062 0

Tabela A.12. Atividade relativa no efeito da massa da lipaseBaeillus sp. ITP-001
imobilizada na reacdo de esterificacdo com razd8arnde 1:2,34 (alcool:acido) ou 2340mM

de acido laurico, a 52,5°C.

Acido Laurico (mM) Atividade Relativa (%) Desvio
0,75 47,31937 0
2,63 61,31228 1,7
5,25 100 0,16
7,88 28,09484 0
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Tabela A.13.Conversdo em ésteres etilicos utilizando a lipag@ahdida rugosdivre, 96h,
40°C, sem solvente.

. ) Converséo (%) Converséo (%) Converséao (%)
Razéo molar (etanol:soja)
50U 250U 500U
Razéo 1:6 2,54 4.4 22,49
Razdo 1:18 2,34 10,5 32,68

Tabela A.14. Conversdo em ésteres etilicos utilizando a lipaseCdndida rugosa
imobilizada, 120h, 40°C, sem solvente.

' Converséo (%) Converséo (%) Converséao (%)
Razao molar (etanol:soja)
50U 250U 500U
Razdo 1:6 6,8 8,13 34,81
Razdo 1:18 2,8 2,1 0,59

Tabela A.15.Conversdo em ésteres etilicos utilizando a lipas€ahdida rugosdivre e
imobilizada, 96h, 40°C, na presenca de terc-butanol

Razao molar (etanol:soja) Candida rugosdivre Candida rugosamobilizada

Razéo 1:6 6,9 6,2
Razao 1:9 1,9 2,9
Razéao 1:12 2,1 1,9
Razao 1:18 2,4 3,4

Tabela A.16. Conversdo em ésteres etilicos utilizando a lipas€ahdida rugosdivre e
imobilizada, 96h, 40°C, na presenca de terc-butanol

Razao molar (etanol:soja) Candida rugosdivre Candida rugosamobilizada

Razao 1:6 6,9 6,2
Razéo 1:9 1,9 2,9
Razao 1:12 2,1 1,9
Razéao 1:18 2,4 3,4

102



Tabela A.17.Perda ou ganho da atividade de hidrdlise da lidag&acillussp. ITP-001 livre
depois de submetida ao propano supercritico.

Tempo (h) 45°C/50bar 45°C/200bar 52°C/115bar 60°C/50bar 60°C/200bar

0 -4,69 -19,79 -5,33 13,43 14,32
1 -4,83 -12,44 -10,66 13,43 12,73
2 -5,66 -22,26 3,40 11,70 14,80
6 -4,83 -13,66 -0,77 13,22 12,34

Tabela A.18.Perda ou ganho da atividade de hidrélise da liges€andida rugosdivre
depois de submetida ao propano supercritico.
Tempo (h) 45°C/50bar 45°C/200bar 52°C/115bar 60°C/50bar 60°C/200bar

0 362,55 67,821 486,34 121,57 133,18
1 316,39 65,693 486,67 34,518 144,96
2 419,63 123,86 474,70 118,99 114,92
6 417,81 189,14 563,84 115,10 106,86

Tabela A.19.Perda ou ganho de esterificacdo da lipasBat®lus sp. ITP-001 livre depois

de submetida ao propano supercritico.

Tempo (h) 45°C/50bar 45°C/200bar 52°C/115bar 60°C/50bar 60°C/200bar
0 -67,98 511,54 15,353 191,75 242,18
1 55,281 476,48 70,200 97,213 157,40
2 91,249 213,44 152,53 -50,37 171,65
6 -51,98 11,194 12,105 -76,76 -16,46

Tabela A.20.Perda ou ganho de esterificacdo da lipas€aledida rugosdivre depois de

submetida ao propano supercritico.

Tempo (h) 45°C/50bar 45°C/200bar 52°C/115bar 60°C/50bar 60°C/200bar
0 13,97 211,39 391,38 377,69 63,61
1 -25,86 72,237 172,76 376,35 36,517
2 -100 35,116 89,259 374,59 10,605
6 -100 -100 -75,01 375,90 -43,55




Tabela A.21.Perda ou ganho de atividade residual de hidrolissterificacdo para lipase de
Bacillus sp. ITP-001 imobilizada, depois de submetido apamo supercritico (60°C e
200bar).

Tempo (h) Hidrdlise Desvio Esterificacdo  Desvio
0 -65,26 3,503 49,11 0
1 -58,16 6,555 84,61 2,51
2 -78,09 0,06 82,137 12,32
6 -65,32 0,713 22,761 2,79
12 -65,44 1,096 -33,44 10,03

Tabela A.22.Perda ou ganho de atividade residual de hidrolissterificacdo para lipase de
Candida rugosamobilizada, depois de submetido a propano sujier{60°C e 200bar).

Tempo (h) Hidrdlise Desvio Esterificacdo  Desvio
0 -63,84 1,02 1010,97 202,19
1 -65,87 6,58 1814,26 157,64
2 -63,91 4,63 1814,54 180,55
6 -70,37 5,48 705,46 84,93
12 -79,55 3,14 79,06 152,32
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