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TECIDO DE SIiLICA COMO UMA NOVA MATRIZ PARA IMOBILIZACAO DE
LIPASES E APLICACAO EM BIODIESEL

Islania dos Santos Lima

Este trabalho teve como objetivo aplicar o tecido de silica como suporte na imobilizacao
da Lipase de Burkholderia cepacia (LBC) atraves dos métodos de imobilizacdo por
adsorcdo fisica (ADS) e ligacdo covalente (LC). Avaliou-se o rendimento de
imobilizacdo (RI) em diferentes concentracfes de enzima, dentre os métodos testados,
obteve-se 0 méximo 80 % e 27 %, com a carga enzimatica de 0,1 Jenzima/Qsuporte, Para a
ligacdo covalente (LC) e adsorcéo fisica (ADS), respectivamente. Deste modo, foi
selecionado o meétodo por LC para o estudo das propriedades bioquimicas,
caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica, j& que o método por ADS apresentou
menor RI. A partir do estudo das propriedades bioquimicas observou-se o pH 6timo 7,0
para a lipase de BC livre e imobilizada, confirmando que a imobilizagdo néo alterou o
pH 6timo da enzima. A temperatura 6tima para o biocatalisador imobilizado foi 60 °C,
10 °C acima da temperatura 6tima da enzima livre. Em relacdo a estabilidade térmica, o
biocatalisador imobilizado exibiu 6tima resisténcia a temperatura, que proporcionou um
aumento da estabilidade térmica de 7 vezes (4,6 h para 33,7 h). A lipase imobilizada
pode ser reutilizada por 3 vezes, considerando a manutencdo de 60 % de sua atividade
inicial. Na reacdo de transesterificacdo com éleo de coco e etanol, foram obtidos os
seguintes resultados: 47,31 % de conversao de ésteres etilicos com o tempo de 96 h a 40
°C. Com objetivo de determinar as caracteristicas quimicas e morfoldgicas do tecido de
silica e do biocatalisador imobilizado foi realizado Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de raios-X (DRX), Analise
Termogravimétrica (TG), BET, Medida do angulo de contato e Microscopia Eletrdnica

de Varredura (MEV) acoplada a espectroscopia de disperséo de energia (EDS).

Palavras-chave: Tecido de silica, lipase, imobilizacao.
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Abstract of Dissertation presented to the Process Engineering Graduate Program of
Universidade Tiradentes as a partial fulfiliment of the requirements for the degree of
Master of Science (M.Sc.).

SILICA CLOTH AS A NEW MATRIX FOR LIPASE IMMOBILIZATION AND
BIODIESEL GENERAL APPLICATION

Islania dos Santos Lima

This paper aimed to apply the silica fabric as support for lipase immobilization of
Burkholderia cepacia (BC) through physical adsorption and covalent bond methods.
We evaluated the immobilization yield at different enzyme concentrations, among
tested methods, there was obtained the maximum 80 % and 27 %, with the enzyme load
0f 0.1 Genzima/Gsuporte fOr covalent binding and physical adsorption, respectively. Thus, it
was selected the covalent binding method for the study of biochemical properties and
physical-chemical and morphological characterization, as the physical adsorption
method was inefficient. From the study of the biochemical properties it was observed an
optimum pH 7.0 for free and immobilized covalent binding lipase, confirming that
immobilization did not change the optimal pH of the enzyme. The optimum temperature
for the immobilized biocatalyst was 60 °C, 10 °C higher than free enzyme optimum
temperature, which resulted in a thermal stability increase of 7 times (4,6 h to 33,7 h).
The immobilized lipase can be reused 3 times, considering the maintenance of 60 % of
its initial activity. In the transesterification reaction with coconut oil and ethanol, it was
obtained the following results: ethylic ester conversion of 47.31 % with a time of 96 h at
40 °C. With the purpose to characterize physical-chemically and morphologically the
silica cloth and the immobilized biocatalyst it was conducted Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), Thermogravimetric analysis, BET,
Contact angle measurement, Scanning Electron Microscopy (SEM) coupled with an

energy dispersive spectroscopy (EDS).

Keywords: Silica cloth, lipase, immobilization.
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INTRODUCAO

O processo de imobilizagdo enzimatica tem se tornado uma opcéo cada vez mais
atrativa para o emprego em diversos tipos de reac6es, em funcdo das exigéncias atuais
por processos industriais sustentaveis que considerem os principios da quimica verde. O
uso de catalisadores enziméaticos é mais favoravel ao meio ambiente em comparacao
com os catalisadores quimicos, pois requer menos energia, elimina os problemas de
separacdo, permite a recuperacdo do catalisador e as condi¢es de funcionamento séo
mais leves (BRUNSCHWIG et al., 2012).

Diante deste contexto, a utilizacdo de enzimas ja foi bastante estudada como
catalisadores em diversos processos industriais, principalmente na industria alimenticia,
quimica, farmacéutica, entre outras. Uma das principais enzimas utilizadas
industrialmente sdo as lipases, que hidrolisam éleos e gorduras na interface organico-
aquosa, 0 que as tornam catalisadores enzimaticos empregados em varios processos,
como: transesterificacdo, esterificacdo, aciddlise, hidrdlise, dentre outros. Porém, a
utilizacdo de enzimas na sua forma soltvel para processos industriais de grande escala é
limitada devido a alguns fatores como o alto custo de producédo, a baixa estabilidade
operacional, impossibilidade de reutilizacdo, dificuldade na separacdo da mistura dos
reagentes, a contaminacdo do produto, entre outros (ZARCULA et al., 2009).

Com o objetivo minimizar estas barreiras, as lipases foram imobilizadas por
diversas técnicas, o que permite melhoramento da eficiéncia catalitica da enzima, maior
facilidade de separacdo dos produtos do meio reacional, maior estabilidade operacional,
além de permitir a reciclagem do biocatalisador (ZHANG et al., 2012). Desta forma, as
técnicas de imobilizacdo de enzimas visam a estabilizacdo da lipase e a reducdo do
custo, com a finalidade de tornar os processos enzimaticos industrialmente viaveis.

Na busca da eficiéncia do método de imobilizacdo de enzimas ainda tem-se a
necessidade do desenvolvimento de novos suportes, principalmente de baixo custo, e
avaliacdo de métodos de imobilizacdo que conservem a atividade catalitica da enzima
apos a obtencdo do sistema imobilizado e apresentem potencialidade para aplicagOes
comerciais. Diante disso, muitos estudos ja foram descritos na literatura com o objetivo
de aperfeicoar o sistema imobilizado (enzima-suporte) levando em consideracdo o
custo-beneficio, no qual o suporte € um dos grandes alvos.

Deste modo, diversos suportes ja foram propostos na literatura para a
imobilizacdo de lipases, como a utilizacdo de silicas (BARBOSA et al., 2014; SOUZA
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et al., 2014; CANILHO et al., 2013; HU et al., 2012), alguns tipos de tecidos, tais como
seda (LI et al 2014; CHEN et al., 2012), algoddo (ONDUL et al., 2012; SHU et al.,
2011) e 14 (FENG et al., 2013). Entretanto, até o presente momento ainda ndo foi
verificado o uso de tecido de silica como suporte para a imobilizacdo, evidenciando a
originalidade deste estudo para o desenvolvimento de sistemas imobilizados.

Neste contexto, o presente trabalho vem contribuir com uma alternativa de
biocatalisador, visando a aplicacdo na reacdo de transesterificacdo enzimatica para a

producdo de ésteres etilicos (biodiesel).



CAPITULO |

1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho é propor o tecido de silica como um novo
suporte para imobilizacdo da Lipase de Burkholderia cepacia (BC) por meio de

processos por adsorc¢ao fisica e ligacdo covalente.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Imobilizar a lipase de Burkholderia cepacia (BC) em tecido de silica pelas técnicas de

adsorcdo fisica e ligacdo covalente;

- Determinar o carregamento 6timo para o sistema imobilizado (lipase-tecido de silica);
- Realizar a caracterizacdo bioguimica do biocatalisador imobilizado;

- Estudar a viabilidade do sistema imobilizado (estabilidade operacional);

- Avaliar o potencial de aplicagdo dos biocatalisadores (Bls) em reacdes de

transesterificacéo;

- Caracterizar o tecido de silica e o biocatalisador imobilizado quanto ao volume e
distribuicdo do tamanho de poros, area superficial (método B.E.T); hidrofobicidade
(medida do angulo de contato), microscopia eletrénica de varredura (MEV);
composicdo quimica em espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR); difratometria de raio-X (DRX); e analise termogravimétrica (TG).



CAPITULO II

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta revisdo bibliografica apresenta uma breve abordagem dos temas
relacionados para o desenvolvimento deste trabalho, iniciando-se pela conceituacdo de
enzimas com enfoque nas lipases, imobilizacdo das enzimas, métodos de imobilizacao,
suportes empregados na imobilizacdo, métodos de imobilizacdo em tecidos e aplicacédo

das lipases imobilizadas na sintese de biodiesel.

2.1. ENZIMAS COMO BIOCATALISADORES

As enzimas estdo presentes em todas as células vivas, nas quais exercem a
funcdo de biocatalisadores das reacdes que compdem as vias catabolicas e anabdlicas do
metabolismo celular e apresentam fungbes vitais de controle dos processos de
transformacédo dos nutrientes em energia e material celular (BON et al., 2008). Esses
biocatalisadores tém se destacado devido as suas caracteristicas naturais sobre os
catalisadores quimicos convencionais, como a eficiéncia elevada, especificidade e
seletividade, atuando em condi¢cdes suaves de temperatura, pressdo e pH. Este
comportamento permite uma reducdo no custo final do processo e evita a formagéo de
subprodutos indesejaveis (MENDES et al., 2011; FENG et al., 2013).

Em muitos processos as enzimas podem substituir compostos quimicos
sintéticos e contribuir para processos de producdo ou gerar beneficios para 0 meio
ambiente, por meio da biodegradabilidade e pelo menor consumo de energia. Devido a
sua elevada especificidade, pode ser atingido maior rendimento do processo, e permite a
obtencdo de produtos biodegradaveis, reduzindo a quantidade de residuos gerados.
(LEHNINGER et al., 2011; MENDES et al., 2011).

Neste contexto, as enzimas se tornaram excelentes catalisadores em diversas
areas da industria quimica, como quimica fina, quimica dos alimentos, e anélise
(GUISAN, 2006).

Porém, devido a alguns fatores limitativos como a instabilidade sob condiges
operacionais, a dificuldade de recuperacdo da enzima e a complexidade dos

procedimentos de separacdo do produto a partir de enzimas livres, existem apenas
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algumas aplicacdes de enzimas na industria. Sendo assim, ha um enorme interesse em
métodos que tentam desenvolver biocatalisadores competitivos para aplicagdes
industriais, através de melhoria das suas propriedades cataliticas, como atividade,
estabilidade, pH, faixa de temperaturas e capacidade de reutilizacdo (FENG et al., 2013;
VILLENEUVE, 2000).

Tal melhoria bem sucedida de propriedades de enzimas deve ser uma das
principais solugdes para o desenvolvimento de uma industria quimica muito mais
sustentavel que seja capaz de sintetizar compostos muito complexos e Uteis em
condi¢des muito suaves e de baixo custo (GUISAN, 2006).

Segundo TORTORA et al. (2008) as enzimas podem ser agrupadas em 6 classes,
de acordo com o tipo de reacdo quimica que elas catalisam, como mostra a Tabela 1.

O mercado mundial de enzimas industriais ultrapassou $ 3.3 bilhdes em 2010 e
devera crescer para cerca de $ 4,5 a $ 5 bilhdes até 2015, uma taxa de crescimento anual
composta de 7-9 %. Este mercado é dominado por produtos contendo enzimas,
predominantemente hidrolases (por exemplo, amilases, celulases, proteases e lipases)
(DICOSIMO et al., 2013). Os segmentos de mercado para as enzimas sao mostrados na

Figura 1.

Tabela 1. Classificacdo das enzimas com base no tipo de reagdo quimica catalisada
(TORTORA et al., 2008).

Classe Tipo de reacdo quimica catalisada Exemplos
Oxidorredutaes Oxidagdo-reducdo em que oxigénio e hidrogénio Citocromo, oxidase,
sdo ganhos ou perdidos lactato desidrogenase

Transferases Transferéncia de grupos funcionais, tais como um Acetato quinase, alanina

grupo amino, grupo acetil ou grupo fosfato deaminase
Hidrolases Hidrolise (transferéncia de grupos funcionais da Lipase, sacarase
agua)
Liases Remocao de grupos de atomos sem hidrdlise Oxalato descarboxilase,

isocitrato liase

Isomerases Rearranjo de atomos dentro de uma molécula Glicose-fosfato
isomerase, alanina
racemase

Ligases Unido de duas moléculas (usando energia Acetil-CoA  sintetase,

geralmente derivada da quebra do ATP) DNA ligase
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Figura 1. A abertura por setor do mercado mundial das enzimas em 2010 por setor
(Adaptada de DICOSIMO et al., 2013).
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As lipases sdo a classe de enzimas mais amplamente utilizadas na sintese
organica por apresentarem algumas vantagens como a disponibilidade de um grande
nimero de preparacfes comerciais e a sua ampla especificidade e estabilidade
relativamente melhor em meios contendo solventes organicos (KAPOOR E GUPTA,
2012).

2.1.1. Lipases

Lipases sdo hidrolases de éster de triacilglicerol (EC 3.1.1.3), que catalisam a
quebra de gorduras e oOleos com subsequente liberacdo de acidos graxos livres,
diacilglicerois, monoacilglicerois e glicerol. As lipases também podem ser aplicadas
como catalisadores de diversas reacdes como hidrolise, esterificacdo, transesterificacdo
(interesterificacdo, alcdolise e acidolise,) e amindlise (sintese de amidas) em solventes
organicos, como mostra a Figura 2 (VILLENEUVE et al., 2000; KAPOOR E GUPTA,
2012; DONG et al., 2012).

Grande atencdo é dada ao uso comercial de lipases, tornando-as uma alternativa
ambiental e economicamente vidvel aos catalisadores quimicos convencionais, pois
permitem catalisar reagdes com produtos secundarios reduzidos, diminuindo 0s custos
de tratamento de residuos e podendo atuar sob condi¢cdes de temperatura e de pressdo
moderada (VILLENEUVE et al., 2000; SCHMID et al., 2001).
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Figura 2. Reac0es catalisadas por lipases (PAQUES E MACEDO et al., 2006).

As lipases apresentam um mecanismo catalitico muito complexo, como por
exemplo, a lipase de Burkholderia cepacia, que em solugdes aquosas homogéneas esta
numa conformacdo fechada e inativa, na qual o sitio ativo esta completamente isolado
do meio reacional através de uma cadeia oligopeptidica chamada de “flap”, “lid” ou
“tampa”, que bloqueia a entrada do substrato até o sitio ativo. Esta cadeia polipeptidica
apresenta varios residuos de aminoacidos hidrofébicos na sua face interna, que
interagem com as regides hidrofobicas ao redor do sitio ativo. Esta conformagéo pode
existir em um equilibrio parcial com a conformacéo aberta e ativa, em que a tampa abre
e se estabiliza por interacBes idnicas ou ligagcdes ponte de hidrogénio com uma parte
especifica da superficie da enzima, permitindo o acesso do substrato ao sitio ativo

(PALOMO et al., 2006). O mecanismo descrito acima é mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Ativacdo interfacial de lipases (PALOMO et al., 2006).

As lipases podem ser produzidas a partir de fontes animais, vegetais ou
microbianas. Suas preparacGes comerciais sdo derivadas principalmente de fontes
microbianas devido ao baixo custo de producdo e facil modificacdo de suas
propriedades (ANTCZAK et al., 2009).

A depender da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando entre 20 a
75 kDa, atividade em pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas variando desde a
ambiente até 70 °C. Sdo usualmente estaveis em solucBes aquosas neutras a temperatura
ambiente apresentando, em sua maioria, uma atividade 6tima na faixa de temperatura
entre 30 e 40 °C. Entretanto, sua termoestabilidade varia em funcdo da origem, sendo as
lipases microbianas as que possuem maior estabilidade térmica (CASTRO et al., 2004).

As enzimas a partir de micro-organismos possuem menor tempo de geracao,
elevado rendimento de produto, condi¢des de cultura mais simples e suas potenciais
aplicacdes em diversas industrias, tais como alimentos, farmacéutica, detergentes, téxtil,
bidiesel, cosméticos. A razdo para 0 enorme potencial biotecnolégico de lipases
microbianas é que eles sdo estaveis em solventes organicos, ndo necessitam de co-
fatores, possuem ampla especificidade de substrato e também apresentam uma alta
enantioseletividade (NARWAL E GUPTA, 2013).

As lipases podem ser produzidas por diversos micro-organismos como as
bactérias: Bacillus sp, Burkholderia cepacia, Pseudomonas alcaligenes, fungos:
Candida rugosa, Candida antartica, Aspergillus sp., Rhizopus sp., Penicillium sp.,
Mucor, Geotrichum sp. (BON et al., 2008).

Uma das lipases mais versateis é a obtida por Burkholderia cepacia e o que as
torna mais atraentes é que elas possuem grande estabilidade em solventes organicos e
um alto grau de enantioseletividade. Esta lipase € constituida por uma cadeia
polipeptidica de massa molar com aproximadamente 33 kDa e possui 320 residuos de



aminoéacidos, apresentando caracteristicas de alta estabilidade e atividade (HARA et al.,
2008).

A estrutura da lipase Burkholderia cepacia esta descrita na Figura 4, a qual exibe
uma estrutura cristalina e outras caracteristicas como a presenca de um sitio de célcio que,
estabiliza a triade catalitica formada por residuos de aminoacidos da serina, histidina e
aspartato. Este pode ser um importante sitio para forcar a permanéncia de algumas ligacoes
peptidicas, que pode beneficiar a proteina na manutencdo de algumas ligacdes de
hidrogénio (SCHRAG et al., 1997).

Figura 4. Representacao da estrutura da Lipase de Burkholderia cepacia. A tampa da
estrutura cristalina aberta da LBC esté representada de cor azul e modelo fechado de cor
verde e a esfera do fon Ca®* de cor amarela. A triade catalitica que consiste em Serina,
Histidina e Aspartato (SCHRAG et al., 1997).

Embora apresentem excelentes propriedades cataliticas, as enzimas necessitam
de melhorias antes da sua aplicacdo em escala industrial, pois sua utilizagdo na forma
soltvel para processos industriais de grande escala é limitada pelo seu alto custo de
producdo e estabilidade. Enzimas solUveis podem inativar, devido ao efeito do solvente
e dos choques mecanicos, 0 que pode conduzir a desnaturacdo e a perda de sua
atividade, além da impossibilidade de recuperacdo e reutilizacdo deste biocatalisador.
Por isso, alguns estudos ja foram propostos para estabilizar a atividade enzimatica e
aumentar a estabilidade operacional, por meio de técnicas de imobilizacdo com o
objetivo de reutilizar as enzimas (MATEO et al, 2007; MENDES et al., 2012,
CARVALHO et al., 2014).



2.2. IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Enzimas imobilizadas referem-se as “enzimas fisicamente confinadas ou
localizadas em uma determinada regido definida do espaco com a retencdo da sua
atividade catalitica, e que pode ser usada repetidamente e de forma continua” (GUISAN
et al., 2006).

A imobilizacdo tem o objetivo de melhorar a estabilidade e capacidade de
reutilizacdo do biocatalisador em comparacdo com a enzima livre, uma vez que as
enzimas sao solUveis em agua e, portanto, tornam-se dificeis de serem recuperadas deste
meio (SHELDON E PELT, 2013). Deste modo, a reutilizagdo do biocatalisador é
indispensavel para tornar viavel um processo econémico.

Para a obtencdo da diminuicdo no custo global de processos que utilizam
enzimas imobilizadas, o procedimento de imobilizacdo deve atender a alguns requisitos,
como baixo custo, boa recuperacdo da atividade enzimatica e que a meia-vida
operacional da enzima imobilizada seja suficientemente longa (BON et al., 2008)

Deve-se considerar que um dos objetivos da imobilizacdo é a estabilizacdo da
enzima, pois sua reutilizacdo sé é possivel se a atividade for mantida durante varios
ciclos de reagdes. ldealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade
catalitica superior a enzima livre. Assim, o processo de imobilizacdo ndo deve acarretar
em alteracBes estruturais prejudiciais a atividade catalitica (DALLA-VECCHIA, 2004;
GALAN et al., 2011).

Um sistema de imobilizacdo adequada deve proporcionar uma imobilizacéo
suficientemente forte para evitar a liberacdo da enzima que pode contaminar o produto e
resultar em perda de enzima e atividade catalitica (LI et al., 2014). Deste modo, para
uma escolha do método de imobilizacdo deve-se levar em consideracdo a selecdo do
suporte, o rendimento de imobilizacdo e andlise superficial dos biocatalisadores
imobilizados (CARVALHO et al., 2014).

As principais vantagens da imobilizacdo sdo o aumento da estabilidade térmica e
a resisténcia as condigcOes extremas e reagentes quimicos, atividade estavel em uma
ampla faixa de temperatura e pH, as enzimas imobilizadas podem ser facilmente
separadas dos produtos, permitindo que as enzimas possam ser empregadas nas diversas
operacgdes industriais, além de diminuir o custo de producdo por seu potencial de
reutilizacdo, o que é uma condic¢do necessaria para torna-los mais atraentes e potentes
para aplicac@es industriais (FERNANDEZ et al., 2013; NARWAL E GUPTA, 2013).
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Diante disso, a imobilizacdo é uma alternativa promissora para aplicacao
industrial, na qual as propriedades do suporte e os métodos de imobilizagdo podem
influenciar significativamente a atividade da enzima imobilizada (FENG et al., 2013).

2.2.1. Meétodos de imobilizacéo

O suporte e os principais métodos de imobilizacdo sdo pardmetros essenciais na
imobilizacdo de enzimas. A escolha de uma técnica de imobilizagdo estd baseada no
custo do processo, na atividade enzimatica global, na eficacia da utilizacdo da lipase e
as caracteristicas desejadas para o biocatalisador imobilizado (ZHANG et al., 2012).

Apesar da grande diversidade de métodos de imobilizagdo existentes, ndo ha um
método aplicavel para todas as enzimas. Isto porque existem diferencas relacionadas as
caracteristicas e composi¢do quimica das enzimas, diferentes propriedades de substrato
e produto e a finalidade de aplicacdo ao produto obtido (VILLENEUVE et al., 2000).

A enzima pode ser ligada ao suporte sélido ou fisicamente confinada no interior
de uma matriz e a classificacdo do método de imobilizacdo pode ser considerada quanto
ao tipo de interacdo responsavel pela ligagdo da enzima no suporte, como meios
quimicos ou fisicos (CARVALHO et al., 2014).

Segundo Feng et al. (2013) véarios métodos foram relatados para a imobilizacdo
da lipase em diferentes suportes, os quais sdo divididos em trés categorias: adsor¢édo
sobre o suporte, ligacdo covalente sobre o suporte e encapsulamento.

A adsorcao fisica é um dos métodos mais simples. Nesse caso, 0 biocatalisador €
estabilizado por interag6es fracas com o suporte como interages de van der Waals ou
hidrofébicas, ligacdes de hidrogénio e ligacBes ibnicas (Figura 5) (MENDES et al.,
2012). As principais vantagens deste método de imobilizacdo sdo a facilidade e a
simplicidade do processo, baixo custo e a estrutura conformacional da enzima é pouco
alterada (MENDES et al., 2012).

( ‘ ' A » Enzima
- - - - - +# Suporte

Figura 5. Método de imobilizacdo por adsor¢cdo (ENALSHAR, 2010).
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Uma das desvantagens do método de adsorcdo € que as enzimas sao dependentes
das condigbes do pH, temperatura, substrato e solvente, com isso elas podem ser
dessorvidas com qualquer desses parametros, como também durante a lavagem e outras
etapas do processo. Assim, a imobilizacdo por meio do método de adsorcdo requer uma
interacdo eletrostatica entre o suporte e a enzima para que a mesma nao se dessorva do
mesmo durante a lavagem e outras etapas do processo (KHARRAT et al., 2011;
MENDES et al., 2011).

A eficiéncia de imobilizacdo da enzima por adsorcao, também esta relacionada
com o suporte empregado. Nesse sentido, varios suportes podem ser utilizados e a
escolha de um deles depende de suas propriedades como resisténcia mecanica,
estabilidade fisica e quimica, carater hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsor¢édo de
enzima e custo (DALLA-VECCHIA et al., 2004; FERNANDEZ-FERNANDEZ et al.,
2013).

A ligacéo covalente, ilustrada na Figura 6, é uma técnica de imobilizacdo de
enzima que envolve a modificacdo na superficie do suporte com agentes bifuncionais
para imobilizacdo eficiente e irreversivel da enzima. Os agentes bifuncionais promovem
uma forte ligacdo entre o suporte e 0s grupamentos presentes na enzima, permitindo uma
flexibilidade conformacional mais ampla. Dentre estes agentes, 0os mais utilizados sdo 3-
aminopropiltrietoxissilano, 3-cloropropiltrimetoxissilano, epicloridrina e glutaraldeido
(CARVALHO et al., 2014).

Este método baseia-se na ativacdo do suporte com a insercao de grupos reativos
que reagem com os grupos nucleofilicos da enzima. Devido a forte interagdo entre a
lipase e o suporte, é considerado um método bastante estavel, evitando assim a liberacéo da
lipase a partir do suporte (ELNASHAR, 2010).

Suas principais vantagens sdo a maior resisténcia do biocatalisador quanto a
variagdo de pH, temperatura e influéncia de solventes organicos; os derivados
preparados podem ser empregados em diversas conformacdes de reatores, como fluxo
continuo, empacotado, tanque agitado e leito fluidizado e, a carga de enzima permanece
constante ap0s a etapa de imobilizacdo. Porém, apresenta como desvantagem a
facilidade em alterar a estrutura ativa da enzima, devido a alteracdo do sitio ativo
(MENDES et al., 2011).
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Figura 6. Método de imobilizacdo por ligacdo covalente com brago espacador
(ELNASHAR 2010).

Imobilizacdo por ligacdo covalente é um dos métodos de imobilizacdo mais
importantes que podem melhorar a estabilidade da enzima além de permitir uma facil
recuperacdo e reutilizacdo da mesma. Porém, este método pode resultar em perdas da
atividade enzimética. Ha trés razOes principais para que isso ocorra: 0 impedimento
estérico, que blogueia parcialmente a ligagdo com os sitios ativos; limitagdes na difuséo,
reduzindo a conversdo e mudancas estruturais, que podem ocorrer durante o periodo do
processo de imobiliza¢do (ZHU et al., 2011).

No entanto, apesar desses fatores resultarem em perda da atividade, enzimas
imobilizadas com uma atividade de aproximadamente a mesma que a enzima livre tem o
potencial para ser utilizado na industria. Os custos economizados pela recuperagdo e
reutilizacio das enzimas pode compensar a perda de atividade (MILETIC et al., 2012).

Os suportes utilizados na ligacdo covalente podem ser inorganicos, polimeros
naturais ou sintéticos e, sdo escolhidos através de suas propriedades como: solubilidade,
grupos funcionais, estabilidade mecéanica, area superficial, e sua natureza hidrofilica ou
hidrofébica (MATEO et al., 2007).

A imobilizac&o por reticulacdo ou cross-linking é desenvolvida com auséncia de
suporte, em que enzimas se ligam umas as outras sem precisar recorrer a um suporte. O
procedimento é realizado por meio da ligag¢do cruzada que ocorre por meio da reacdo do
grupamento amino da superficie da enzima com um reagente bifuncional, como por
exemplo, o glutaraldeido (MILETIC et al., 2012).

Outra técnica de imobilizacdo de enzimas consiste na encapsulacdo, que é o
aprisionamento por meio da inclusdo, o que significa que a enzima esta encapsulada em
uma rede de polimero, tal como poliacrilamida, gelatina, alginato, carragenana, resinas
de poliuretano e silanos. O aprisionamento protege as enzimas, impedindo o contato
direto com o meio ambiente através da retencdo das enzimas no interior de um material,
mas tem a desvantagem das limitacGes de transferéncia de massa e a possibilidade da

enzima inativar durante a imobilizacdo (MILETIC et al., 2012).
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Apesar de apresentarem vantagens e desvantagens, a escolha do método de
imobilizacdo e de modificacdo do suporte deverd considerar as relacdes entre suporte,
enzima e substrato, pardmetros fisicos (temperatura e pressdo), solventes, dgua para
manutencdo das propriedades cataliticas e da estrutura tridimensional das lipases e o
tipo de reator (CARVALHO et al., 2014).

2.2.2. Suportes para imobilizacéo

As propriedades das preparagdes de enzimas imobilizadas s&o influenciadas
pelas caracteristicas da enzima e do material do suporte. Portanto, a interacdo entre o
suporte e a enzima proporcionara ao biocatalisador imobilizado as suas propriedades
quimicas, bioquimicas, mecanicas e cinéticas especificas, como mostra a Figura 7.

A escolha do suporte é um fator importante que influencia na reagdo enzimatica.
Estudos comparativos indicaram que a mesma molécula de lipase podem apresentar
diferentes propriedades cataliticas apds imobilizacdo em diferentes suportes (DA ROS
etal., 2010).

Propriedades Bioquimicas Propriedades Quimicas
{ Reagdo e Cinética ] [ Propriedades Mecanicas J

Rendimento de Efeito da Transferénciade Estabilidade Operacional e N°
imobilizagdo (%) Massa e Eficiéncia (n) de Reciclos

Performance
Consumo de Energia (U/Kg prod)

Produtividade (Kg prod/U)

Figura 7. Fatores que afetam o desempenho de enzimas imobilizadas em suportes
solidos (Adaptado de CARVALHO et al., 2014).

A maior contribuigdo para o bom desempenho da enzima imobilizada é dada
pelo suporte. Portanto, na selecdo de um suporte para uma determinada aplicacdo,
devem ser analisadas algumas caracteristicas, as quais irdo determinar a aplicabilidade
do biocatalisador, tais como suas propriedades fisicas e quimicas, estabilidade térmica e

quimica, resisténcia mecanica e microbiana, resisténcia fisica a compressdo, natureza
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hidrofilica ou hidrofébica, morfologia e composicdo, a capacidade de regeneracédo, a
capacidade de carregamento da enzima, seu custo e &rea superficial. Ainda se deve
considerar o custo-beneficio, pois o prego do suporte utilizado na imobilizacdo de
enzimas € um fator a ser analisado, devendo ser comparadas as vantagens e
desvantagens da aplicacdo dos biocatalisadores nos diferentes processos (GUISAN,
2006; JEGANNATHAN, 2010; GUPTA, 2013).

Uma das caracteristicas mais importantes do suporte é a sua morfologia, que vai
determinar a interacdo com a enzima. Se o material de suporte é altamente poroso, 0
tamanho e a distribuicdo dos poros irdo desempenhar um papel importante na
determinagédo das propriedades de enzimas imobilizadas. Um tamanho de poro pequeno
pode causar limitacdo de difusdo resultante num rearranjo estrutural das enzimas e
inatividade subsequente. No entanto, para tamanhos de poros muito grandes, as enzimas
podem se agrupar e, assim, perder atividade (MILETIC et al., 2012)

Contudo, a escolha do método de imobilizacao e do tipo de suporte dependeré de
dois fatores: das caracteristicas da lipase e das condic¢des de uso do sistema imobilizado.
Essas caracteristicas sdo de extrema importancia no desempenho das lipases
imobilizadas (CARVALHO et al., 2006).

Conforme descrito na literatura, hd uma imensa variedade de suportes que tém
sido utilizados para imobilizacdo de enzimas, e de modo geral, podem ser classificados
de acordo com sua natureza quimica, em suportes organicos e inorganicos, que sdo
apresentados na Tabela 2, na qual mostra a classificacdo de diferentes suportes para
imobilizacéo de lipases.

Os suportes inorganicos sdo mais apropriados para 0 uso industrial por
apresentar elevada resisténcia mecanica, boa estabilidade térmica, resisténcia a
solventes organicos e ao ataque microbiano, sendo estaveis em uma ampla faixa de
pressOes, temperaturas e pH, e geralmente obtém maior estabilidade do que suportes
organicos, devido a maior inércia para as condicGes de reacdo como a elevada pressao e
temperatura (DE CASTRO et al., 2008; MILETIC et al., 2012).

Dentre 0s materiais inorganicos descritos na literatura destaca-se a silica (SiO5),
que j& é considerado um elevado potencial de aplicagdo para imobilizacao,
principalmente devido a possibilidade de modificacdo de sua superficie, além de
estabilidade térmica e mecanica. A silica pode ser classificada como natural ou sintética,
micro, meso ou macroporosa e pode ser adquirida comercialmente ou também ser
produzida, por diferentes técnicas (CARVALHO et al., 2014).
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Tabela 2. Tipos e classificacdo de suportes utilizados para imobilizacdo de
enzimas (Modificada de CARVALHO et al., 2014).

Classificagao

Natureza Suporte Lipase Referéncia
do suporte
. Laccase Cristovao et
Fibra de coco comercial al., 2011
A . Candida Silva et al.,
Organico Quitosana antértica B 2012
Natural Bagaco da cana-de- Thermomyces Mendes et
agucar lanuginosus al., 2013
- Burkholderia  Barbosa et
Silica .
Al cepacia al., 2014
Inorganico -
. Pseudomonas Li et al,
Nonofibra .
cepacia 2011
. Cabrera-
PHBV &aﬂfa Padilla et al.,
Orgéanico g 2011
Poliestireno Pancreas Hou et al,
suino 2014
- Burkholderia  Souza et al.,
Silica .
s cepacia 2014
Sintetico -
Inorganico Nanoparticulas de Thermomyces Wang et al.,
Fes04 lanuginosus 2015
. . Kumar et al.,
Alumina Bacillus sp. 2013
H'brfdp . : Candida SimQes et al.,
(organico e SiO;-quitosana
) A rugosa 2011
inorganico)

PHBV = Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato);

Na literatura ha vérios trabalhos utilizando a silica em suas varias formas e
modificacdes superficiais. Essas modificacdes se baseiam na utilizacdo de aditivos e/ou
agentes bifuncionais e tém como intuito proporcionar maior eficiéncia catalitica devido
a minimizacao dos efeitos difusionais de substratos e produtos durante a reacdo, além da
melhoria da estabilidade operacional. Alguns aditivos mais comuns s&o polietilenoglicol
- PEG, alcool polivinilico - PVA, albumina, liquidos hidrofébicos e liquidos idnicos.
Como agentes bifuncionais tem-se a epicloridrina, o glutaraldeido, formaldeido, dentre
outros (CARVALHO et al., 2014).

Souza et al. (2014) utilizaram o polietileno glicol (PEG) como aditivo em
diferentes concentragdes (0,5 a 3,0 % m/v), na formacdo da silica pela técnica sol-gel
para encapsulamento da lipase de Burkholderia cepacia. Apds o método de
imobilizacdo foi analisada a enzima imobilizada na presenca e auséncia do PEG. O
estudo mostrou que o uso do PEG, com concentracdo igual a 1%, proporcionou uma
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menor area superficial, sendo assim, ocorreu 0 aumento do volume e didmetro dos poros
da silica. Com o PEG o rendimento de imobilizagdo aumentou de 43 para 91,4%.
Segundo estes autores o0 uso de macromoléculas, tais como o PEG no processo de
imobilizacdo tem sido relatado para induzir uma melhor distribuicdo da lipase na
superficie do suporte, 0 que permite um melhor contato entre a interface agua/oleo, e
favorecendo as condi¢es necessarias para a atividade hidrolitica da lipase imobilizada.

No estudo realizado por Hu et al. (2012), a lipase de Burkholderia cepacia foi
imobilizada em suporte de silica comercial (SBA-15) e foi utilizado liquido iénico para
melhorar a estrutura dos poros e das propriedades do sistema imobilizado. Os resultados
foram comparados ao biocatalisador imobilizado na auséncia do liquido ibnico e,
quando na presenca deste aditivo, houve maior atividade especifica, melhoramento da
estabilidade térmica, estabilidade em solvente organico e da capacidade de reutilizacéo,
Estas melhorias foram associadas com as mudancas na estrutura de poros e interacfes
mais fortes na superficie da enzima.

Gustafsson et al. (2012) utilizaram silica mesoporosa como suporte para
imobilizacdo das lipases de Mucor miehei e Rhizopus oryzae. Foram utilizadas trés tipos
de tamanho de particulas de silica. Os autores verificaram que a atividade especifica foi
claramente afetada pelo tamanho das particulas e sua morfologia. Ambas as lipases
eram mais ativas quando imobilizados nas particulas de 300 nm, pois possuiam maior
area superficial.

Em outro estudo, Simdes et al. (2011) imobilizaram a lipase microbiana de
Candida rugosa em particulas de SiO,-quitosana através do método de ligacdo
covalente ativada por epicloridrina e obtiveram 40,7% de rendimento de imobilizacéo,
apresentando bom desempenho desse suporte, fornecendo derivado imobilizado com
caracteristicas bioquimicas e cinéticas adequadas para emprego na hidrélise de 6leos
vegetais.

Embora haja uma variedade de suportes relatados na literatura, a obtencdo de
novos suportes, principalmente de baixo custo vem sendo estudado nos ultimos anos,
devido ao custo elevado de alguns suportes disponiveis comercialmente.

Diante deste contexto, a inovacgdo deste trabalho € o uso do tecido de silica como
uma nova matriz para imobilizacdo de lipase, que apresenta em sua composi¢do 96 %
de silica (SiO,), destacando-se como uma promissora alternativa de suporte inorganico.
Até o presente momento, ndo ha nenhum estudo realizado sobre a imobilizacdo de

enzimas em tecido de silica, somente em outros tipos de tecido (algodao, seda e 13).
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2.2.3.Métodos de Imobilizagdo em Suportes de Tecidos

A aplicacdo de alguns tecidos como suporte para imobilizagcdo de enzimas tem
atraido muita atencdo devido as suas excelentes propriedades, tais como: elevada area
superficial especifica, o que favorece a eficiéncia de ligacdo, boa resisténcia mecanica e
microbiana, estabilidade quimica, alem de apresentarem baixo custo e grande
disponibilidade (LI et al., 2014; FENG et al., 2013).

Li et al. (2014) utilizaram tecido de seda como suporte para imobilizagéo da
lipase Candida sp 99-125, e usou como método de imobilizacdo a adsorcdo fisica e
ligacdo covalente. O tecido foi tratado com agente de acabamento hidrofébico, o
polidimetilsiloxano (PDMS). Na ligacdo covalente foi utilizado o glutaraldeido como
agente bifuncional. Os autores verificaram que a imobilizacdo da lipase em tecido de
seda tratado com PDMS aumentou a recuperacdo de atividade de imobilizacdo de 65,7
para 85,9%, comparado com a lipase livre e com o tecido ndo tratado, além de uma
melhoria significativa na estabilidade operacional. Conforme a Figura 8, que ilustra o
procedimento para imobilizagdo da lipase em fibras de tecido de algoddo, o PDMS
resultou em uma forte adsorcdo na superficie das fibras, na qual as lipases foram
fortemente adsorvidas em interfaces hidrofobicas atraves de uma grande superficie

hidrofébica que rodeia o sitio catalitico (LI et al., 2014).

Lipase
a) b)
<Y r
%, - ,) ", 7
CHs CH"tom, \ i
CH ;%'130/** 4 o 8F0-05 PDMS N . Glutaraldeido
O/é" (C'H7)1 CH Ry
(CH2)3 NH ((]:HJ);s (_CFH "
HN (&H?) CHa CH
(CH) NH, i HC
NH 00¢ ... ] oele) N _coo

Fibra de seda

Fibra de seda

Figura 8. As duas estratégias de tratamento: representacdo esquematica do tecido de
seda exibindo o envolvimento de grupos funcionais NH, e COOH: (a) adsorcéo fisica
e (b) ligacdo covalente com glutaraldeido (Adaptado de L1 et al., 2014).

Chen et al. (2012) também empregaram tecido de seda para imobilizacdo da
lipase de Candida sp. 99el125 através da adsorcdo. Os autores verificaram que a
imobilizagdo da lipase em tecido de seda tratado com PDMS aumentou a atividade
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recuperada de imobilizacdo de 65,7 para 85,9%, obtendo uma estabilidade ao longo de
um intervalo de pH mais amplo e uma melhor estabilidade térmica comparado com a
lipase livre e com o tecido ndo tratado, além de uma melhoria significativa na
estabilidade operacional.

Segundo Ondul et al. (2012) fibras de tecido de algoddo foram utilizadas com
sucesso em estudos de fermentacdo e de imobilizacéo das células, devido ao custo baixo
deste suporte e outras caracteristicas, tais como: material fibroso amplamente
disponivel, alta porosidade, grande area superficial especifica, e uma excelente
resisténcia mecanica. Além disso, fibras de tecido de algoddo podem ser facilmente
tratadas com polimeros i6nicos como polietilenoimina. De acordo com os autores, 0
tecido de algodéo foi revestido com polietilenoimina (PEI) e utilizado como suporte
para a imobilizacdo das lipases Termomyces lanuginosus e Candida antarctica A. A
imobilizacéo da lipase em fibras de tecido de algoddo envolveu trés etapas: a solugédo de
adsorcdo do PEI para fibras de tecido de algoddo, introducdo da enzima na fibra de
tecido de algoddo contendo PEI, e reticulacdo do glutaraldeido em agregados PEI-
enzima revestidas nas fibras de tecido de algoddo. O procedimento para imobilizacdo da
lipase em fibras de tecido de algodao é ilustrado na Figura 9. As lipases T. lanuginosus
e C. antarctica foram imobilizadas com sucesso com 180 mg/gsuporte € 200 MY/Ysuporte,
respectivamente (ONDUL et al., 2012).

Glutaraldeido ; . i
Ligacéo Cruzada Lipase imobilizada
em multicamada

PEI adicionado fibrilas Adsorcédo
de pano de algoddo

Figura 9. O procedimento e 0s mecanismos propostos para a imobilizacao da lipase PEI
multicamadas em fibrilas de tecido de algod@o (Adaptado ONDUL et al., 2012).

No estudo de Feng et al. (2013), a lipase Amano de Pseudomonas fluorescens
foi imobilizada em tecido de |& através da adsorcdo no tecido tratado com
polietilenoimina (PEI) seguido de ligacdo cruzada com glutaraldeido (GA). Neste
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estudo foi obtido um rendimento de imobilizacdo de 46,8% e atividade hidrolitica de
178,3 U. A lipase imobilizada no tecido de I& manteve 81% de sua atividade original
apos 10 ciclos.

2.3. APLICACAO INDUSTRIAL

As enzimas imobilizadas apresentam caracteristicas especificas que tornam suas
aplicacdes mais promissoras em relacdo as enzimas soltveis. O uso deste biocatalisador
traz varios beneficios como: reutilizacdo do biocatalisador e melhor controle e
qualidade do processo diante de biocatalisadores mais estaveis e resistentes (BON et al.,
2008).

As lipases possuem grande potencial biotecnolégico, devido a sua alta
versatilidade, o que permite sua aplicacdo como biocatalisadores em diferentes
indUstrias, como por exemplo, na industria de alimentos, bebidas, téxtil, detergente,
bioinseticidas, oleoquimica, farmacéutica, cosméticos, tratamento de efluentes e

producdo de biodiesel.

2.3.1. Biodiesel

As poucas reservas de combustiveis fosseis, 0 aumento dos precos de 6leos
brutos de petrdleo, e as preocupacdes ambientais tém estimulado o desenvolvimento de
fontes alternativas de energia renovavel. Neste contexto o biodiesel, tem atraido
interesse consideravel nos ultimos anos como combustivel renovavel, biodegradavel e
nédo poluente (NARANJO et al., 2010; GOG et al., 2012).

Por ser uma fonte de energia alternativa ao combustivel convencional, o
Biodiesel combina a protecdo do ambiente com biodegradabilidade, baixa toxicidade e
capacidade de renovacdo (NARWAL E GUPTA, 2013). A industria global de biodiesel
cresceu significativamente na dltima década. Alguns dos principais fatores por tras
dessa enorme crescimento sdo: reduzir a dependéncia do petroleo importado, alternativa
ecoldgica ao diesel, a reducdo de emissdes de gases de efeito estufa, capaz de ser usado
nos motores diesel existentes, sem ou com poucas modifica¢fes (DU, 2008).

Devido as suas vantagens ambientais e um aumento do preco do petroleo, é
observado um aumento rapido na producéo de biodiesel. Até 2010, a oferta de biodiesel

foi equivalente a sua demanda e estima-se que, no futuro, a demanda seja superior a sua
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producdo e ocorrerd aumento em todas as regides do mundo, de 40,5 bilhdes de litros
(2015) para 58,5 bilhdes de litros em 2020 (AARTHY et al., 2014).

Quimicamente o biodiesel consiste de ésteres monoalquilicos de acidos graxos
de cadeia longa, derivados a partir de fontes naturais e renovaveis tais como 0Oleos
vegetais (comestiveis e ndo comestiveis) e gorduras animais. Oleos e gorduras s&o
constituidos de moléculas de triglicerideos, os quais sdo formados por longas cadeias de
acidos graxos ligados a uma Unica molécula de glicerol. Sendo assim, os métodos mais
utilizados para a producdo de biodiesel sdo transesterificacdo e esterificacdo destes
0Oleos e gorduras (GULDHE et al., 2015).

Entretanto, os 6leos e gorduras vegetais usados diretamente como combustiveis
em motores possuem alta viscosidade, o que pode levar a deposicéo de carbono e a fraca
atomizacdo do combustivel no motor. Com a finalidade de converter estes 0Oleos
vegetais adequados para combustiveis o biodiesel é produzido por transesterificacao,
para diminuir a viscosidade do 6leo (ARANSIOLA et al., 2014).

Desta forma, o biodiesel tornou-se mais atraente por causa de seus beneficios
ambientais. Porém, o custo de producdo tem sido a principal barreira na sua
comercializacdo. O principal contribuinte é o custo da matéria-prima. Os produtores de
biodiesel sdo forcados a escolher entre matéria-prima comestivel e ndo comestivel. A
utilizacdo de matéria-prima comestivel suscita preocupacdo em termos de seguranca
alimentar, enquanto a matéria-prima ndo comestivel precisa de etapas de pré-tratamento
adicionais (NURFITRI et al., 2013). Portanto, para aumentar a producdo de biodiesel de
modo a torna-la economicamente vidvel e superar esses inconvenientes, 0s
pesquisadores se concentraram na producdo a partir de matéria-prima alternativa tais

como gorduras ndo comestiveis ou residuais (AARTHY et al., 2014).

2.3.2. Matérias-primas para a producéo de biodiesel

Vérios fatores, como a disponibilidade, o custo, as propriedades de
armazenamento e o desempenho como combustivel irdo determinar qual o potencial de
uma determinada matéria-prima em particular para ser adotada na produgdo comercial
de biodiesel. O custo da matéria-prima representa 70-80% do custo de producéo total de
biodiesel, 0 que indica que a selecdo da matéria-prima adequada é de consideravel
importancia para assegurar a viabilidade econémica do processo (HASS; FOGLIA,
2006; YUSUF et al., 2011; AARTHY et al., 2014).
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O Brasil possui uma grande extensdo territorial destinada para fins agricolas,
portanto apresenta um enorme potencial para a exploragédo de plantas oleaginosas com o
objetivo de produzir combustiveis (VENTURA et al., 2010). Devido ao potencial de
disponibilidade em diversas plantas oleaginosas tais como pinhdo manso, girassol, soja,
mamona, palma, babagu, amendoim, macalba, buriti, gergelim, canola e outras, o Brasil
surge como promissor na producdo do biodiesel. A comercializagdo da producgédo de
biodiesel no Brasil pode fornecer uma oportunidade de diversificacdo de energia e
atividade agricola, reduzindo a dependéncia de combustiveis fdsseis e contribuindo para
o0 crescimento econdmico de forma sustentavel (LOPES E NETO, 2011).

O metanol é o alcool mais utilizado atualmente no processo de producgdo de
biodiesel, porém outros &lcoois também podem ser usados como o etanol, propanol, iso-
propanol e butanol (MOUNGUENGUI et al., 2013; ZHAO et al., 2015). Em relacdo a
escolha entre metanol e etanol, o etanol € menos tdxico, pois leva a uma menor perda da
atividade da lipase e um maior rendimento de ésteres etilicos de &cidos graxos (ZHANG
etal., 2012).

Na literatura ha varios trabalhos utilizando diferentes matérias-primas para a
producdo enzimatica de biodiesel (OLIVEIRA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2014;
MICHELIN et al., 2015).

Com base neste contexto, a matéria-prima selecionada para este trabalho foi o

6leo de coco bruto e o etanol.

2.3.2.1. Oleo de coco

O 6leo de coco contém cerca de 60-65% de Oleo e é produzido pelo
esmagamento da copra, 0 ndcleo seco. No Brasil, ele ¢ amplamente produzido,
principalmente na regido Nordeste (KRISHNA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2014).

O 6leo de coco pertence ao grupo de acido laurico dos 6leos vegetais, contendo
geralmente de 46% a 49%. Oleo de coco (Cocos nucifera L.) é tipico de regides de
clima tropical e é cultivado em aproximadamente 93 paises. Tem origem no Sudeste
Asiatico e os maiores produtores mundiais sdo: Filipinas, Indonésia e india. No Brasil a
cultura do coqueiro, ampla variedade, chegou possivelmente, na colonizagao portuguesa
em 1553, oriunda da ilha de Cabo Verde, que por sua vez, foram originadas de
plantacdes Indianas, introduzidas na Africa (BOUAID et al., 2010; JERONIMO, 2012).
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2.3.3. Reacao de transesterificacao

O método mais utilizado para a obtencdo do biodiesel é transesterificacdo, o qual
possui muitas vantagens em relagdo a outros processos, como por exemplo, é realizada
sob condig¢des normais e que gera um bom rendimento de melhor qualidade do biodiesel
(SHAHID; JAMAL, 2011).

A transesterificacdo é uma reacdo quimica que consiste em processos reversiveis
consecutivos dos triglicerideos com alcoois de cadeia curta como metanol ou etanol
(Figura 10). O primeiro estagio € a conversdo dos triglicerideos em diglicerideos,
seguido da conversdo dos diglicerideos em monoglicerideos, e 0os monoglicerideos em
glicerol, gerando uma molécula de metil ou etil éster a partir de cada glicerideo em cada
etapa (ABBASZAADEH et al., 2012).

CH»-O0C-R; R;-COO-R’ CH»-OH
i +
> ’ p Catalisador R,-COO-R’ CH.-OH
CH»-O0C-R>» + 3R’OH ~ 2L ;i + Hj-
CH,-00C-R; R;-COOR’ CH>OH
Triacilglicerideo Alcool Esteres alquilicos Glicerol

Figura 10. Transesterificacdo de triglicerideos com alcool (ABBASZAADEH et al.,
2012).

As variaveis operacionais mais importantes que influenciam o processo de
transesterificacdo sdo condicOes de reacdo, a relacdo molar de alcool para 6leo, o tipo de
alcool, tipo e quantidade de catalisador, temperatura de reacdo e da presséo, tempo de
reacdo e o conteudo de acidos graxos livres (FFAs) (BALAT, 2011).

A reacdo de transesterificacdo € realizada na presenca de um catalisador, o qual
tem a finalidade de acelerar a velocidade reacional. Os catalisadores utilizados para a
producdo de ésteres alquilicos podem ser agrupados em quatro categorias: alcalinos,
acidos, enzimaticos e catalisadores heterogéneos inorganicos (GOG et al., 2012).

A transesterificacdo quimica de 6leos vegetais para biodiesel foi industrialmente
adotado devido as altas taxas de converséo e baixo tempo de producdo. No entanto, este
processo apresenta diversas desvantagens como alto consumo de energia, dificil
separacdo dos produtos, substratos e dos catalisadores envolvidos no processo, além da
formacédo de sabdo na presenca de &gua. Isto levou ao desenvolvimento do processo de

reagOes de transesterificacdo catalisadas por enzimas imobilizadas para a producéo de
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biodiesel, que € caracterizada por certas vantagens ambientais e econdmicas sobre o
método quimico convencional (FUKUDA et al., 2001; DU, 2008; GUPTA E NAWAL,
2013; CHRISTOPHER et al., 2014).

Diante deste contexto, as enzimas tém se tornado uma das alternativas para
superar 0s inconvenientes da catdlise quimica na producdo de biodiesel. A
transesterificacdo catalisada por enzimas incluem: condigdes mais suaves, que implica
menor consumo de energia, maior diversidade na selecdo das matérias-primas, incluindo
Oleos usados com elevada acidez, ndo formam sabdes, facilmente separado do meio
reacional, se a enzima € imobilizada, as enzimas podem ser reutilizadas, a capacidade de
converter ambos os &cidos graxos livres e triglicerideos em biodiesel em uma Unica
etapa, alcool inferior a proporcao de 6leo, menor geracdo de efluentes, menor emisséo
de poluentes, mais facil separacdo e recuperacdo do produto, biodegradabilidade e
aceitacdo ambiental (ZHANG et al., 2012; GOG et al., 2012; GUPTA E NAWAL,
2013; CHRISTOPHER et al., 2014).

No entanto, a enzima livre como biocatalisador tem algumas desvantagens tais
como alto custo, baixa estabilidade e ndo pode ser reutilizada. Um importante avanco é
a tecnologia de imobilizacdo de enzimas, que foi desenvolvida para melhorar a
estabilidade da enzima e sua reutilizagdo para a producéo de biodiesel (ZHANG et al.,
2012).

Portanto, a transesterificacdo enzimatica esta se tornando cada vez mais atrativa
na producdo de biodiesel, uma vez que o glicerol produzido como um subproduto pode
ser facilmente recuperado e a purificacdo de ésteres etilicos de acidos graxos € simples
de realizar, proporcionando o produto de alta pureza (BAI et al., 2014).
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CAPITULO 11

Este capitulo esta representado na forma de artigo cientifico e esta organizado de
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RESUMO

Este trabalho analisou a utilizacdo de tecido de silica como suporte na imobilizacdo da
lipase de Burkholderia cepacia (BC) por meio dos métodos de imobilizacdo por
adsorcdo fisica (ADS) e ligacdo covalente (LC). Posteriormente, o biocatalisador
imobilizado foi aplicado na reacdo de transesterificacdo. A partir do estudo das
propriedades bioquimicas para o biocatalisador imobilizado por LC, foram obtidos os
seguintes resultados: pH 6timo de 7,0 e temperatura de 60 °C, no estudo de cinética o
Kmn € 0 Vimax foram de 176,72 mM e 79,37 umol/min, respectivamente, 0 tempo de
meia-vida foi de 33 h. A lipase imobilizada manteve 60 % de sua atividade relativa apos
3 reusos. Na reacdo de transesterificacdo utilizando 6leo de coco e etanol, foi obtida
uma conversdo maxima de 47,31 % com o tempo de reacdo de 96 h a 40 °C. Através da
caracterizacgdo fisico-quimica e morfoldgica do biocatalisador imobilizado, foi possivel

comprovar a presenca da lipase no tecido, confirmando a imobilizacéo.

Palavras-chave: tecido de silica, lipase, imobilizac&o.
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1. INTRODUCAO

A catélise enzimatica é considerada uma tecnologia mais verde, pois apresenta
varias vantagens em comparacdo aos catalisadores quimicos convencionais, como
condicdes de reacbes mais suaves (pH, temperatura e pressdo), menor geracdo de
efluentes, baixo consumo de energia e produtos com elevado grau de pureza (Guldhe et
al., 2015). Entretanto, ha algumas limitac6es quanto a aplicacdo em escala industrial das
lipases, pois apresentam custo elevado, baixa estabilidade e ndo podem ser reutilizadas.
Portanto, para superar essas barreiras, as enzimas estdo sendo utilizadas em técnicas de
imobilizagdo, que permitem a reutilizagdo do biocatalisador, maior facilidade de
separacdo dos produtos do meio reacional, além de aumentar a sua estabilidade
operacional (You et al., 2013; Zhang et al., 2012).

A imobilizacdo de enzimas pode ser realizada por varios métodos, sendo 0s mais
comuns: a adsorcao fisica e ligacdo covalente. A técnica de adsorcdo fisica € um método
barato e simples de executar, porém as interagdes formadas entre a enzima e o0 suporte
sd0 muitas vezes instaveis, podendo resultar na lixiviagdo da enzima. Na ligacao
covalente, a ligacdo entre a enzima e o suporte é mais forte, tornando o biocatalisador
mais estavel, porém pode levar a uma perda da atividade e estabilidade (Zubiolo et al.,
2014; Tveti¢ et al., 2014).

As caracteristicas do suporte tém uma importancia fundamental na determinagéo
do desempenho da enzima imobilizada e sua escolha depende de véarias propriedades
como resisténcia mecanica e microbiana, estabilidade térmica e quimica, funcionalidade
quimica, caracter hidréfobo/hidrofilo, custo e reutilizagdo (Ondul et al., 2012). Diversos
suportes ja foram propostos na literatura para a imobilizacdo de lipases, tais como
alginato (Abdulla et al., 2013), quitosana (Silva et al., 2012), PHBV (Cabrera-Padilla et
al., 2011), silica (Barbosa et al., 2014). Contudo, na busca da eficiéncia do método de
imobilizagdo de enzimas ainda tem-se a necessidade do desenvolvimento de novos
suportes, principalmente de baixo custo. Deste modo, a aplicacdo de alguns tecidos
como suporte para imobilizacdo de enzimas tem atraido muita atencdo devido as suas
excelentes propriedades, tais como: elevada area superficial especifica, o que favorece a
eficiéncia de ligacdo, boa resisténcia mecanica e microbiana, estabilidade quimica, além
de apresentarem baixo custo e grande disponibilidade (Li et al., 2014; Feng et al., 2013).
Alguns tecidos como algoddo, seda e 1d ja foram relatados na literatura (Ondul et al.,

2012; Li et al., 2014; Feng et al., 2013). Entretanto, até o presente momento, ainda nédo
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foi verificado o uso de tecido de silica como suporte para a imobilizacdo de enzima,
evidenciando a relevancia deste estudo para o desenvolvimento de sistemas
imobilizados.

Vérias enzimas tém sido imobilizadas em varios suportes tais como: pg-
glucosidase em silica mesoporosa por adsorgéo fisica e ligacédo covalente (Iveti¢ et al., 2014),
Candida antarctica em quitosana por ligagdo covalente (Silva et al., 2012),
Burkholderia cepacia em silica aerogel por encapsulacéo (Barbosa et al., 2014).

Lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a quebra de 6leos e gorduras,
com posterior liberacdo de acidos graxos livres, acilglicerois e glicerol. Adicionalmente,
estas enzimas também podem catalisar reacfes de transesterificacdo, esterificacdo e
amindlise. Esta capacidade de atuar em diferentes tipos de reacOes caracteriza a lipase
como um grupo promissor de biocatalisador (Hasan et al., 2009; Mendes et al., 2011;
Sugahara e Varéa, 2014). As lipases podem ser produzidas a partir de fontes animal,
vegetal ou microbiana, sendo esta Ultima a que possui maior potencial biotecnoldgico
devido a alguns fatores como baixo custo de producdo, facil modificacdo de suas
propriedades, elevado rendimento do produto, estabilidade em solventes organicos,
possuem ampla especificidade de substrato, apresentam maior estabilidade térmica,
além do potencial aplicacdo em diversas industrias como alimentos, farmacéutica,
detergentes, téxtil, cosméticos e biodiesel (Antczak et al., 2009; Narwal e Gupta, 2013).

Diante deste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar o uso de tecido de
silica como uma nova matriz para imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia (BC)
pela técnica de adsorcdo fisica e ligacdo covalente e aplicacdo na reacdo de
transesterificacdo. Inicialmente estudou-se a influéncia da metodologia de imobilizac&o
na obtencdo do biocatalisador. Também foi estudado o efeito do carregamento
enzimatico, a caracterizac¢do bioquimica, fisico-quimica e morfoldgica do biocatalisador

imobilizado.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais e reagentes

A lipase utilizada na imobilizagdo é de origem microbiana de Burkholderia
cepacia (BC) adquirida comercialmente da Sigma Aldrich (> 30,000 U/g, pH 7.0,

50 °C). Os reagentes utilizados foram: Hexano p.a. 99 % (Synth, Brasil); éleo de coco
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adquirido do mercado local; Etanol (> 99 % puro), polietilenoglicol (PEG 1500, Synth);
epicloridrina (EPI) da Sigma Aldrich, agua mili-Q e Solugdo de Karl Fisher isenta de
Piridina (Merck, Alemanha). Nas reac6es de hidrolise foram utilizados o azeite de oliva
comercial extra virgem com baixa acidez (Carbonell), goma arabica em pé pura (Synth,
Brasil).

O tecido de silica foi obtido pela empresa Seecil Carbon Technologies (Brasil), e
apresenta as seguintes caracteristicas: teor de silica de 96 %; largura e espessura
nominal de 86,4 cm e 0,0762 cm, respectivamente; ponto de fusdo de 1722,22 °C;
temperatura de uso continuo a 982,22 °C. O tecido de silica foi utilizado como suporte

sem nenhum pré-tratamento neste estudo.

2.2. Imobilizacdo da lipase em tecido de silica

Inicialmente foi estudado o efeito da razdo enzima/suporte (0,10, 0,15, 0,20,
0,25 e 0,30 g/gsuporte) NO processo de imobilizagéo da lipase por adsorcéo fisica e ligagéo
covalente em tecido de silica com dimensdes 3x3 cm (9 cm?), com aproximadamente
0,6 g.

Na técnica de imobilizacdo da lipase Burkholderia cepacia por adsorcdo fisica
(ADS) foi realizada conforme descrito por Soares et al. (2004a), com algumas
modificacdes. Tecido de silica de 9 cm? foi deixado em contato com 6 mL de hexano
por 15 min sob agitacdo constante de 100 rpm a 25 °C com o intuito de remover a
umidade do tecido. Em seguida, o tecido de silica tratado com hexano foi posto em
contato com 6 mL de solucdo enzimatica (massa de enzima solubilizada em 6 mL de
agua ultra-pura) por 3 h sob agitacdo constante de 100 rpm. Apds esse periodo, a
solucdo foi mantida a 4 °C por 24 h. Em seguida, o biocatalisador imobilizado foi
lavado com hexano e seco em dessecador a temperatura ambiente por 48 h.

A imobilizacdo da lipase Burkholderia cepacia pelo método de ligacdo
covalente (LC) foi realizada de acordo com a metodologia desenvolvida por Simdes et
al. (2011), com algumas modificacgdes. Inicialmente, o suporte foi ativado com solugéo
de epicloridrina 2,5 % (v/v) em tampéo fosfato de potassio (0,1M e pH 7), na proporg¢éo
massa:volume de 1:10. Apds a homogeneizacgdo, a mistura foi mantida sob agitacdo por
2 h a temperatura ambiente e em seguida submetida a filtracdo a vacuo, sendo lavado
com agua destilada e solucdo tampéo de fosfato, e posteriormente levado a estufa (60
°C) por 18 a 20 h. O suporte ativado foi deixado em contato com hexano numa
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propor¢do de 1:10 (solido:liquido) e mantido sob agitacdo por 2 h. Em seguida,
adicionou-se a lipase nas diferentes razGes descritas acima, diluida em 1 mL de tampéo
fosfato de potassio (pH 7). Solugdo contendo 5 mg/mL de polietilenoglicol (PEG-1500)
foi adicionado como estabilizante da enzima, na proporcao de 100 pL/g de suporte.
Depois, o sistema foi deixado em agitacdo por 2 h, seguida de contato estatico por um
periodo adicional de 18 h a 4 °C. A recuperagdo do biocatalisador imobilizado foi
realizada por filtragdo a vacuo, seguida de lavagens com hexano e seco em dessecador a

temperatura ambiente durante 48 h.

2.3. Determinacédo da Atividade Hidrolitica

A atividade hidrolitica das lipases na sua forma livre e imobilizada foi
determinada por meio do método de hidrélise do azeite de oliva de acordo com a
metodologia descrito por Soares et al. (1999). Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima que libera 1pumol de 4cido graxo por minuto de reagdo,
nas condi¢bes do ensaio (37 °C, pH 7.0). A atividade hidrolitica foi utilizada para

determinar o rendimento de imobilizacdo (RI %), que foi calculada através da Eq. (1):
RI (%) = =5 x100 )
Uo

onde: Up é a unidade de atividade oferecida para a imobilizacdo; Us é a unidade de
atividade enzimatica total presente no suporte (atividade x massa de biocatalisador
imobilizado — base seca).

2.4. Caracterizacdo bioquimica da lipase livre e imobilizada

2.4.1. Efeito do pH e da Temperatura na Atividade Hidrolitica

O efeito do pH sobre a atividade relativa da lipase BC livre e imobilizada foi
testada utilizando tampdes acido citrico-citrato de sédio 0,1 M (pH 2,0-5,0), fosfato de
potassio 0,1 M (pH 6,0-8,0) e bicarbonato-carbonato de sodio 0,1 M (pH 9,0). O efeito

da temperatura foi determinada a pH 7,0 com intervalo de temperatura de 25 °C a 80 °C.
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2.4.2. Estabilidade téermica e operacional

A termoestabilidade da lipase livre e imobilizada foi determinada por meio da
incubacdo de diversas amostras da LBC livre e imobilizada a 60 °C em meio-aquoso
(0,1 M tampéo fosfato, pH 7,0) até 240 min. Em seguida, a atividade residual foi
determinada a 50 e 60 °C, para a lipase livre e imobilizada, respectivamente. A
constante de inativacdo térmica (kgq) e o tempo de meia-vida (ty), foram calculadas
pelas Eq. (2) e (3), respectivamente (ZANIN, 1998).

A=A, op(-k, -t) (2)
In0,5
t,= W 3)

onde: A = atividade residual apoOs tratamento térmico durante um certo periodo
de incubacdo (U); Ain= atividade enzimatica inicial (U); kg = constante de desativacdo
(h™); ty2 = tempo de meia-vida (h).

A estabilidade operacional do sistema imobilizado foi determinada em reagdes
de hidrolise em regime de bateladas consecutivas com reutilizacdo do sistema
imobilizado, tendo como parametro a reducdo de 50% de atividade inicial. A reacdo de

hidrélise consistiu de 10 minutos a uma temperatura de 60 °C e pH 7.

2.4.3. Determinacdo dos parametros cinéticos

Foram preparados sistemas reacionais contendo &cidos graxos totais em
concentracOes variando de 37 a 2604 mM, obtidos através de emulsdes preparadas em
diferentes proporc¢des de azeite de oliva (1 a 70 %) e solucdo aquosa de goma arabica
(7% p/v) para o calculo da constante de Michaelis-Menten (K,). Os valores de K, e

Vmax aparentes foram calculados de acordo com a linearizacdo de Lineaweaver-Burk.

2.5. Reacdo de transesterificacdo enzimatica

As reacOes ocorreram utilizando 6 g de substrato que consistiu em 6leo de coco
bruto e etanol, sem a adicdo de solventes e uma proporcdo fixa de 10 % de
biocatalisador em relacdo ao peso total dos reagentes que participam da reacdo

(FREITAS et al., 2009). As reacOes foram conduzidas em frascos fechados imersos em
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banho termostatizado com agitacdo a 150 rpm. As condicBes reacionais para a
transesterificacdo foram: razdo molar 6leo:etanol (1:7) e temperatura de 40 °C em
diferentes tempos de reacéo (24 , 48, 72, 96 e 120 h). As amostras foram lavadas com
solucdo saturada de NaCl para a separacdo das fases (organica e ndo organica). A fase
organica foi retirada e posteriormente adicionou-se sulfato de sodio anidro para extracdo
de agua remanescente e obtencdo dos ésteres etilicos puro. As amostras foram
quantificadas por cromatografia gasosa em cromatografo da marca Agilent
Technologies (7820-A GC) acoplado ao detector de massas (MSD 5975), contendo
coluna Supelcowax10 (30 m de comprimento x 0,25 mm de diametro x 0,25um de
espessura). A temperatura do forno foi mantida a 130 °C durante 2 minutos,
posteriormente aumentada para 220 °C a uma taxa de 20 °C/min, em seguida a
temperatura foi elevada até 222 °C com uma taxa de 0,5 °C/min e por ultimo para
250 °C a uma taxa de 20 °C/min, permanecendo nesta temperatura por 3 minutos. O gas
de arraste utilizado foi o hélio no fluxo de 1 mL/min. O injetor foi mantido em 250 °C
no modo split (30:1), com volume de injecdo de 1 pL. A temperatura da fonte de ions
foi mantida a 250 °C. O tempo total de corrida foi de 14,9 min com corte do solvente de

2 minutos.

2.6. Propriedades morfoldgicas e fisico-quimicas

2.6.1. Brunauer—Emmett-Teller (BET)

As areas de superficie do tecido de silica e do biocatalisador imobilizado foram
calculadas usando o método de Brunauer-Emmett-Teller (Brunauer et al., 1938). Os
volumes dos poros e seus diametros foram calculados com base no modelo
desenvolvido por Barret, Joyner e Halenda (BJH). As éreas superficiais do tecido de
silica e do biocatalisador imobilizado foram avaliadas de acordo com a adsorcdo de

nitrogénio usando o equipamento Gemini V (Micromerities).

2.6.2. Medida do anuglo de contato

A hidrofobicidade da superficie do tecido de silica foi medida pelos angulos de
contato medidos nas superficies empregando os liquidos agua e formaldeido utilizando

0 equipamento OCA20 (Dataphysics).
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2.6.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens das amostras do tecido de silica e do biocatalisador imobilizado
foram realizadas em um microscépio eletrénico de varredura (modelo Hitachi SU-70)
acoplado a espectroscopia de dispersdo de energia (EDS) utilizando o equipamento
Bruker QUANTAX 400.

2.6.4. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros foram obtidos na faixa de comprimento de onda de 600 a 4000
cm ™ para o tecido de silica e biocatalisador imobilizado utilizando o equipamento
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) Cary 630

(Agilent Techologies).

2.6.5. Difratometria de raio-X (DRX)

A anélise da cristalinidade das amostras foi obtida por meio de um difratdmetro
de raio-X da marca Panalytical Empyrean equipado com um detector de Pixcel 1 D,
utilizando fonte de radiagdo Cu-Kayz (A = 1,540598 A; A2 = 1,544426 /f&), submetida a
uma tensdo de 45 KV e uma corrente de 40 mA. Foi calculado o indice de cristalinidade
de acordo com o método empirico de Segal et al. (1959):

| (002 — lam

I (%) = x100

I (002
onde: I (%) = indice de cristalinidade; lo2) = pico de intensidade da difracdo que

representa 0 material cristalino perto de 20 = 22°; I, = pico de intensidade da difracdo
que representa o material amorfo perto de 26 = 18°.

2.6.6. Analise Termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas pelo equipamento Shimadzu DTG-

60 H Simultaneous DTA-TG apparatus e analisados no software Thermogravimetric
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Analyser, sob as condicdes operacionais: razdo de aquecimento de 10 °C/min™, na faixa

de temperatura de 25 a 800 °C, com massa de 6 mg e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Imobilizacdo da lipase

O rendimento de imobilizacdo através das técnicas de adsorcdo fisica (ADS) e
ligacdo covalente (LC) com epicloridrina foram avaliados e os resultados sao
apresentads na Figura 11. O biocatalisador imobilizado por ligagdo covalente obteve
melhor carregamento de imobilizagéo da lipase sobre o tecido de 0,1 Qenzima/Jsuporte COM
80% de rendimento de imobilizacdo. Acima desta concentracdo, o rendimento de
imobilizacdo teve uma tendéncia a diminuir. Segundo Cabrera-Padilla et al. (2011) isto

pode ser devido a saturacdo do suporte pela lipase.
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Figura 11. Rendimento de imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia (BC) em
funcdo das diferentes razdes enzima/suporte a temperatura de 37 °C.

O sistema imobilizado por ligacdo covalente apresentou maior rendimento de
imobilizacdo em comparagdo ao sistema imobilizado por adsorcéo fisica, que obteve
rendimento maximo de 27 %, somente. Portanto, 0 método de imobilizacéo por ligacao
covalente resultou em um método mais eficaz de imobilizagdo no tecido de silica. De
acordo com a literatura, o processo de imobilizagdo por adsorcéo fisica ocorre por
interacOes fracas, j& a ligacdo formada entre a enzima e o suporte pela técnica de ligacdo

covalente é mais forte, podendo conferir maior estabilidade ao biocatalisador
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comparado a técnica de adsorcéo fisica, além da influéncia do aditivo polietilenoglicol
(PEG-1500) que proporciona um aumento da atividade catalitica (Zubiolo et al., 2014;
Souza et al., 2014).

Li et al. (2014) verificaram um rendimento de 75 % na imobilizacao da lipase de
Candida sp. em tecido de seda por meio da técnica de ligacdo covalente utilizando o
gluataraldeido como agente bifuncional. Em outro estudo, Carvalho et al. (2013)
relataram um rendimento de 50 % para a lipase de Bacillus sp. ITP-001 imobilizada em
silica produzida pela técnica sol-gel. Yang et al. (2010) utilizaram silica gel como
suporte para imobilizacdo da lipase de Arthrobacter sp. por meio do método de ligagédo
covalente com glutaraldeido. Neste estudo foi obtido um rendimento de imobilizagédo de
72 %.

Comparando o resultado obtido com outras enzimas imobilizadas em outros
tipos de suportes, como mencionados antetiormente, o resultado do rendimento de
imobilizacdo por ligagdo covalente no tecido de silica é considerado satisfatorio,
portanto o tecido de silica pode ser um excelente material de suporte para imobilizacéo,
onde se obtém um alto rendimento de imobilizacéo.

A partir dos resultados obtidos na imobilizacdo, foi selecionado o método por
LC para o estudo das propriedades biogquimicas, estabilidade operacional e
caracterizacdo fisico-quimica e morfolégica do biocatalisador imobilizado, ja que o

método por ADS apresentou baixo rendimento de imobilizacao.

3.2. Efeito do pH e Temperatura

O pH é um dos pardmetros mais importantes que pode alterar a atividade da
enzima e o seu efeito depende do método de imobilizacdo e as interacdes entre a enzima
e o suporte (Uyanik et al., 2011). O efeito do pH sobre a atividade da lipase de BC livre
e imobilizada foi determinado entre 2 e 9, como mostrado na Figura 12. Como pode ser
visto, tanto a lipase de BC livre e imobilizada, apresentaram pH 6timo de 7,0. Com isso,
0 método de imobilizagdo por ligacdo covalente ndo alterou o pH 6timo da enzima.

Alguns resultados similares foram descritos na literatura, como no estudo
realizado por Wang et al. (2012) na imobilizacdo da lipase pancreatica por ligacdo

covalente em silica mesoporosa, que resultou em pH 6timo de 7,0 para a lipase livre e
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imobilizada. Em outro estudo, Chen et al. (2012) obtiveram pH 6timo de 8,0 para a

lipase de Candida livre e imobilizada em tecido de seda.
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Figura 12. Efeito do pH na atividade da lipase de BC livre e imobilizada por ligacdo
covalente (LC) a temperatura de 37 °C.

Outro parametro importante no procedimento de imobilizacdo e que pode alterar
a atividade da enzima é o estudo de temperatura da lipase imobilizada. Geralmente, as
enzimas imobilizadas apresentam temperaturas 6timas mais elevadas do que as de
enzimas livres (Chen et al., 2012).

Pode-se notar na Figura 13 que a atividade maxima da lipase livre e imobilizada
ocorreu a 50 e 60 °C, respectivamente, onde a lipase livre teve uma reducdo brusca de
sua atividade acima da sua temperatura 6tima, enquanto a lipase imobilizada manteve
mais de 70 % da sua atividade a temperaturas mais elevadas. Estes resultados sugerem
que a estabilidade da lipase aumentou ap6s a imobilizacdo, possivelmente devido a
conformacdo mais rigida fornecida pelo suporte, sendo assim capaz de manter a sua
atividade catalitica, ao contrario da lipase livre que a temperaturas elevadas pode sofrer
desnaturacdo térmica (Cabrera-Padilla et al.,, 2011). Do mesmo modo, este
comportamento pode ser resultado de criagdo de limitagbes conformacionais em
movimentos de enzima como efeito das interacGes hidrofobicas entre a enzima e o
suporte (Zubiolo et al., 2014; Uyanik et al., 2011; Mateo et al., 2007).
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Figura 13. Efeito da temperatura na atividade da lipase de BC livre e imobilizada por
ligagéo covalente (LC).

Resultados similares foram relatados por Da R0s et al. (2010) e Hu et al. (2012)
na imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia em SiO,-PVA e silica mesoporosa,
respectivamente, em que ambos apresentaram atividade méxima em 60 °C. Em outro
estudo utilizando fibra de tecido de algoddo na imobilizacdo da lipase de Candida

antartica A, os autores obtiveram atividade maxima a 60 °C (Ondul et al., 2012).

3.3. Determinacdo dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos foram estudados utilizando diferentes concentracdes de
substrato para lipase BC livre e imobilizada. O substrato usado foi a emulsdo de azeite e
as reacdes foram realizadas a pH e temperatura 6tima para a lipase livre e imobilizada.
Os valores de Ky (mMM) e Vmax (umol/min) foram calculados pela equagdo de
Michaelis-Menten, e estdo apresentados na Tabela 3.

Fazendo a comparagdo dos resultados obtidos para a lipase de BC livre e
imobilizada, pode-se notar que o valor de K, do biocatalisador imobilizado (176,72
mM) diminuiu em relacdo ao valor de K, da lipase de BC livre (505,4 mM). Portanto,
estes resultados sugerem uma mudanca na afinidade da enzima para o substrato apds a
imobilizagdo, indicando que esta aumentou significativamente. Este aumento pode ser

devido ao microambiente da enzima imobilizada, sendo hidrofébico, com baixo teor de
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agua, ¢ atraido pelo substrato que também é hidrofébico. No caso da enzima livre, essa
atracéo pelo substrato se reduz devido maior grau de hidrofilicidade da lipase (Cabrera-
Padilla et al., 2011). No estudo de Da Ros et al. (2010), os autores observaram também
que o K, diminuiu mediante a imobilizacdo da lipase de BC em SiO,-PVA por ligagédo

covalente com epicloridrina.

Tabela 3. Pardmetros cinéticos (Vmax € Km) da enzima livre e imobilizada.

Vmax

K (MM) (wmol/mg.min)
Lipase livre 505,4 2000
Lipase imobilizada 176,72 79,37

Com relacdo ao valor de Vms da lipase de BC imobilizada (79,37
umol/mg.min), esta teve uma diminui¢ao brusca em relagéo a lipase de BC livre (2000
umol/mg.min). Isto pode ser devido a fixacdo inadequada da enzima sobre o suporte,
podendo induzir a uma conformacdo inativa a enzima e/ou a mudanca das propriedades
dos seus sitios ativos que podem impedir a ligacdo do substrato ao sitio ativo, uma vez
que o processo de imobilizacdo ndo pode controlar a orientacdo adequada da enzima
sobre o suporte (Bayramoglu e Arica, 2014).

3.4. Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica da lipase de BC livre e biocatalisador imobilizado foi
realizada a 60 °C. A Figura 14 mostra que o biocatalisador imobilizado por ligacéo
covalente exibiu uma estabilidade térmica mais elevada em comparacdo a enzima livre.
Verifica-se pelo perfil das curvas que a atividade relativa da lipase livre diminuiu para
cerca de 55 % ap0s o0 periodo de incubacdo, enquanto que a lipase na forma imobilizada
manteve a atividade relativa em torno de 90 % durante todo o tempo de incubagéo.
Esses resultados indicam que o método de imobilizagdo atuou no sentido de aumentar a
estabilidade térmica da lipase de BC.

A estabilidade térmica também foi avaliada calculando a constante de inativacdo
térmica (Kg) e o tempo de meia vida (ti2) da lipase livre e do biocatalisador

imobilizado. A partir da Tabela 4 pode-se verificar que a imobilizagdo influenciou
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positivamente na estabilidade térmica da lipase, proporcionando para o biocatalisador
imobilizado um maior tempo de meia vida (33,7 h) quando comparado a lipase de BC

livre (4,6 h), correspondente a um aumento na estabilidade térmica de aproximadamente
7 vezes.

—a—LC
—eo— lipase BC livre
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Figura 14. Estabilidade térmica da lipase de BC livre e imobilizada por ligacéo
covalente (LC) incubada a 60 °C.

Comparando a constante de inativacdo térmica (Kq) da enzima livre com o valor
obtido para o biocatalisador imobilizado na Tabela 4, verifica-se que a imobilizacdo alterou
significativamente a inativagdo térmica da enzima, pois o valor da Ky do biocatalisador
imobilizado (0,00034 h™) foi inferior ao da lipase livre (0,0025 h™), aumentando assim o

tempo de meia vida tuy) (h) da lipase, conferindo maior estabilidade térmica para enzima
quando imobilizada por ligacdo covalente em tecido de silica.

Tabela 4. Valores da constante de inativagdo térmica (K4) e tempo de
meia vida (t2)) paraa lipase de BC livre e imobilizada por LC a 60 °C.

Lipase Kq(h?) tn ()
Livre 0,0025 4.6
Imobilizada 0,00034 33,7

Alguns resultados foram relatados na literatura utilizando diferentes tipos de
suporte e enzimas. No estudo de Simdes et al. (2011) avaliaram a estabilidade térmica

da lipase Candida rugosa imobilizada em matriz hibrida SiO,-quitosana e obtiveram
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valores de tu;, de 1,63 h e valor de Kqde 0,43 h™. Neste estudo os autores relataram um
aumento da estabilidade térmica da lipase em aproximadamente 9 vezes apds a
imobilizacéo.

Em outro estudo, utilizando suporte de silica produzida pela técnica sol-gel,
realizado por Zubiolo et al. (2014) na imobilizacdo da lipase Aspergillus niger,
obtiveram valores de Ky de 0,094 h™e tu;, de 7,4 h, que proporcionou um aumento da

estabilidade térmica de 1,5 vezes.

3.5. Estabilidade Operacional

A capacidade de reutilizacdo da enzima imobilizada tem uma importancia
significativa em aplica¢Oes industriais, uma vez que o reuso do biocatalisador diminuem
0s custos do processo. A estabilidade operacional da lipase de BC imobilizada em
tecido de silica foi avaliada por meio da reacdo de hidrélise em emulsdo de azeite de
oliva por 10 min a 60 °C. Conforme a Figura 15 pode-se verificar que a lipase de BC
imobilizada em tecido de silica pode ser reutilizada até 3 vezes, mantendo 60 % da sua

atividade inicial.

100
80
60 ]
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Figura 15. Estabilidade operacional da lipase imobilizada por ligagéo covalente (LC)
em tecido de silica (T =60 °C; pH 7,0; tempo de reacdo: 10 min).

Alguns resultados de estudo sobre estabilidade operacional foram descritos na
literatura. A lipase pancreatica foi imobilizada em silica mesoporosa por ligacéo

covalente. Neste trabalho os autores observaram que o biocatalisador imobilizado pode
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ser reutilizado até 5 vezes mantendo 50% da sua atividade relativa inicial (Wang et al.,
2012). No estudo de Chen et al. (2012), a estabilidade operacional da lipase Candida sp.
imobilizada em tecido de seda foi avaliada por lotes sucessivos de esterificacao de &cido
dodecanoico com alcool laurilico, no qual obteve um elevado rendimento de ésteres
(>97 %) para 10 ciclos de reutilizacdo. Hu et al. (2012) imobilizaram a lipase de BC em
silica mesoporosa por adsorcao fisica e relataram que apds 3 ciclos de reutilizacdo a
atividade da lipase imobilizada caiu mais de 40 % de sua atividade inicial.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, a reutilizacdo da lipase
imobilizada em tecido de silica € eficiente, pois apresentou uma boa estabilidade
operacional, podendo chegar até 5 ciclos mantendo 40 % de sua atividade inicial (Figura
15).

3.6. Reacdo de Transesterificacdo

O biocatalisador imobilizado foi aplicado na reacdo de transesterificacdo
utilizando 6leo de coco e etanol. A reacdo foi monitorada determinando a converséo de
ésteres etilicos e foi analisada a influéncia do tempo de reacdo, como mostra a Figura
16. Neste estudo foi obtida uma conversdo maxima de 47,31 % de ésteres etilicos com o
tempo de reacdo de 96 h a 40 °C.

Resultado similar foi obtido por Da Ros et al. (2010), utilizando sebo bovino e
etanol na reacdo de transesterificacdo catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em 6xido de nidbio (Nb,Os). Os autores obtiveram 40,21 % de conversao
de ésteres etilicos, na proporcdo molar de 1:12 a temperatura de 50 °C.

No estudo realizado por Ribeiro et al. (2014), os autores analisaram as variaveis
(temperatura, concentragdo de enzima, razdo molar 6leo:éalcool e tipo de alcool) para
verificar a influéncia das mesmas na transesterificacdo de 6leo de coco catalisada pela
lipase imobilizada comercial Novozym 435. Neste estudo foi obtida uma conversao de
80,5 % utilizando etanol, nas seguintes condi¢fes: concentracdo da enzima a 7%, razao
molar de 6leo:alcool (1:10) e temperatura a 60 °C. Em outro estudo, Naranjo et al.
(2010) estudaram a influéncia do tipo de alcool na transesterificacdo de 6leo de palma
catalisada pela lipase Candida antarctica B imobilizada em tecido de carbono, e
obtiveram uma conversdo maxima de 82 % utilizando isobutanol a 40 °C na razédo

molar de 6leo:élcool (1:6).
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A partir dos resultados encontrados neste estudo na transesterificacdo da lipase
de Burkholderia cepacia imobilizada por ligagdo covalente em tecido de silica,
verificou-se potencial para a producédo de ésteres etilicos. Contudo, ainda é necessario o
estudo das condicBes reacionais como temperatura, razdo molar 6leo:alcool e tipo de

alcool, para a obtencdo de maiores conversdes de ésteres etilicos.
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Figura 16. Influéncia do tempo de reacdo na conversédo de ésteres etilicos (T =40 °C,
razdo molar 6leo:etanol = 1:7).

3.7. Propriedades morfologicas e fisico-quimicas

3.7.1. Brunauer — Emmett — Teller (BET)

A Tabela 5 mostra os valores da area superficial especifica, volume e diametro
dos poros do tecido de silica e biocatalisador imobilizado. A partir dos dados
apresentados, observou-se que houve uma reducdo da area superficial e dos volumes
dos poros apo6s a imobilizacdo. Estes resultados confirmam que houve o recobrimento
pela lipase nas fibras do tecido, ou seja, a lipase passou a preencher o espago entre as
fibras, aglomerando-as, 0 que causou a diminuicdo da area superficial, indicando que a
lipase foi imobilizada no tecido de silica. Salis et al. (2010) obtiveram resultados
semelhantes para imobilizacdo da lipase de Pseudomonas fluorescens em silica
mesoporosa, apresentando uma reducdo na area superficial de 845 para 620 m2 g, ap6s
a imobilizacdo. Em outro estudo, na imobilizacdo da lipase de Candida antarctica B em

tecido de carbono, os autores relataram que a area superficial e o volume dos poros
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também diminuiram apds a imobilizacéo, evidenciando que os poros do tecido foram

preenchidos pela lipase (Naranjo et al., 2010).

Tabela 5. Area superficial especifica, volume e didmetro dos poros para
o tecido de silica (TS) e biocatalisador imobilizado (BI) por LC.

Ensaio Area superficial Volume dos Diametro dos
especifica poros poros
(m*g?) (cm®g™) (hm)
TS 205,0 0,07 2,8
Bl 59,7 0,04 3,5

3.7.2. Medida do angulo de Contato

A hidrofobicidade foi determinada por meio dos angulos de contato utilizando os
solventes 4gua, formamida e diiodometano. Os valores do angulo de contato nos
fornecem informagdes sobre a hidrofobicidade da superficie do material, conforme
descrito por Aradjo et al. (2009).

A Tabela 6 mostra os valores dos angulos de contato para o tecido de silica e
biocatalisador imobilizado. Segundo Rijnaarts et al. (1995) valores de angulo superiores
a 50° sdo referentes a superficies hidrofobicas e inferiores a esse valor indicam um
carater hidrofilico.

Pode-se notar que houve uma diminuicdo dos angulos de contato em relacdo ao
biocatalisador imobilizado, estes resultados indicam que a superficie tornou-se mais
hidrofilica, confirmando a presenca da lipase no tecido de silica, o que resultou na
diminuicdo de sua hidrofobicidade. Isto ocorreu devido a ligagdo dos grupos amina
(NH,) da lipase na superficie do suporte que conferiu um carater hidrofilico ao
biocatalisador imobilizado, ou seja, quando utilizados os solventes formamida e agua,
que sdo hidrofilicos, em contato com a superficie do biocatalisador imobilizado,
ocorreram interagdes fortes entre as moléculas de cada liquido e os grupos da superficie
do biocatalisador imobilizado, diminuindo assim o angulo de contato. Ja a interacdo do
solvente apolar diiodometano com a superficie do biocatalisador imobilizado néo
ocorreu, ou seja, as moléculas do liquido interagiram com elas mesmas, diminuindo o

contato com a superficie, ocorrendo com isso 0 aumento do angulo de contato.
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Tabela 6. Medida do angulo de contato para a superficie do tecido de silica e
biocatalisador imobilizado por LC.

Superficie Agua (°) Formamida (°) Diiodometano (°)
Tecido de silica 110,3 69,5 -

Biocatalisador 49,0 477 25,5
imobilizado

3.7.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a caracterizacdo da morfologia do tecido de silica e biocatalisador
imobilizado foi realizada a microscopia eletrénica de varredura, conforme apresentado
na Figura 6. A micrografia resultante do tecido de silica esta apresentada nas Figuras 17
(@), (b) e (c), nas quais se pode notar que a superficie das fibras inicialmente é lisa. Apds
a imobilizacao (Figuras 17 (d), (e) e (f)), observa-se o recobrimento da lipase sobre a
superficie das fibras do tecido de silica, confirmando que a lipase foi imobilizada com

sucesso nas fibras do tecido.

(F) biocatalisador imobilizado por LC.

Para identificar a composicao quimica do suporte e biocatalisador imobilizado,
foi realizada uma analise de EDS, onde é possivel determinar os elementos quimicos
que estdo presentes nos materiais. Na Figura 18a foi possivel notar que o tecido de silica
incialmente era composto de silica (Si) e oxigénio (O). Na Figura 18b referente ao

biocatalisador imobilizado verifica-se além da silica e oxigénio, a presenca de carbono,
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0 que corresponde que a lipase estad presente no suporte, comprovando que houve a
imobilizacéo.

MAG: 1300x HV: 15kV

Figura 18. MiCroscopia eletronica de varredura (MEV) acoplado a espectroscopia
de dispersao de energia (EDS): (a) tecido de silica e (b) biocatalisador
imobilizado por LC.

3.7.4. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A analise dos espectros de FTIR obtidos para o tecido de silica e biocatalisador
imobilizado é apresentada na Figura 19. Todas as amostras apresentaram bandas em
torno de 800 - 950 cm™ devido & presenca de grupos siloxanos (Si-O-Si) e 1000 —
1100 cm™, caracteristicos de grupos silanéis (Si-OH) (Zou et al., 2014). De acordo com
a literatura a lipase possui duas bandas em 1600 e 1650 cm™ caracteristicos de grupos
aminos primarios e secundarios (Soares et al., 2004). Essas bandas foram observadas no

espectro do biocatalisador imobilizado, sugerindo que a imobilizagéo da lipase no tecido
de silica ocorreu.
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Figura 19. Espectro de FTIR para o tecido de silica e biocatalisador imobilizado por
LC.
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3.7.5. Difracéo de raios X (DRX)

Os dados obtidos por meio de Difracdo de raios X (DRX) da estrutura do suporte
e do biocatalisador imobilizado é mostrado na Figura 20. A partir do difratograma
obtido para o tecido de silica, pode-se notar a presenca de picos bem definidos
caracteristicos em 20 = 25° e 20 = 11°, correspondente a fragdes cristalinas. De acordo
com estudo, este perfil pode estar associado com a presenca uma estrutura altamente
ordenada feita de um arranjo hexagonal (Salis et al., 2010).

Ap0s o célculo do Ic (indice de cristalinidade) observou-se um aumento quando
este se encontrava em contato com a enzima. O valor do Ic do suporte puro foi 27 %,
enquanto que apos a imobilizacdo o Ic aumentou para 39 %. Este resultado é devido a

presenca da lipase no suporte, aumentado refracdo da silica no suporte.

Biocataisador imobilizado

e

Intensidade (a.u.)

Tecido de silica

10 20 30 40 50 60 70 80
20 (°)

Figura 20. Difratograma de raios X para o tecido de silica e biocatalisador imobilizado
por LC.

3.7.6. Analise Termogravimétrica (TG)

A analise termogravimétrica mostra o perfil de perda de massa que o material
sofre degradacdo quando submetido a um aquecimento num determinado intervalo de
temperatura. A perda total de massa para o tecido de silica e biocatalisador imobilizado
foi de 17,77 e 21,7 %, respectivamente. Os termogramas obtidos para o tecido de silica
e biocatalisador imobilizado sdo apresentados na Figura 21, e foram divididos em trés

regides.
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Na Regido I, que compreende intervalo de temperatura entre 25 e 200 °C ocorre
perda de massa devido a desidratacdo, correspondente a uma perda de moléculas de
agua adsorvida sobre a superficie do material (Silva et al., 2013). Na Regido Il, que
correspondente ao intervalo de temperatura de 200 e 600 °C esta vinculada com a
condensacéo de grupos silandis e a decomposi¢do de compostos organicos (C, H, O e
N) sob a forma de volateis presentes ou formados no inicio de decomposi¢do de
compostos orgénicos, contendo a lipase (Souza et al., 2013). Na Regido IlI,
compreendendo a faixa de temperatura entre 600 e 800 °C houve pouca perda de massa
do suporte, pois ndo teve degradacdo de composto organico, ja para o biocatalisador
imobilizado a perda de massa foi um pouco maior, a qual esta associada com as rea¢es
de desidroxilagéo finais e de carbonizagéo final de compostos organicos (Soares et al.,
2004b).

100
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Biocatalisador imobilizado

70 |
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Figura 21. Curvas termogravimétricas do tecido de silica e biocatalisador imobilizado
por LC.

4. CONCLUSOES

A imobilizagdo da lipase de Burkholderia cepacia em tecido de silica foi
alcangada com sucesso e foi obtido rendimento de imobilizacdo de 80% através do
método de ligacdo covalente com epicloridrina com carregamento 6timo para enzima
imobilizada de 0,10enzima/Gsupore. O PH € temperatura Otima para o biocatalisador
imobilizado foi de 7 e 60 °C, respectivamente. Os parametros cinéticos foram: Vs de
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79,37 umol/g.min e K, de 176,72 mM. A capacidade de reutilizacdo do biocatalisador
imobilizado foi de 3 vezes, mantendo 60 % da sua atividade inicial. Na reacdo de
transesterificacdo foi alcancada uma converséo de 47,31 % de ésteres etilicos com o
tempo de reacdo de 96 h a 40 °C. A imobilizacdo foi confirmada através da
caracterizacdo fisico-quimica e morfoldgica, na qual se pode notar que a lipase se
distribui ao longo da superficie do tecido de silica. Portanto, este trabalho constitui um
passo importante a permitir a utilizagcdo do tecido como um suporte para imobilizacéo

de lipase.
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CAPITULO IV

CONCLUSOES

As principais conclusdes obtidas no presente trabalho sdo apresentadas a seguir:

- O método de imobilizagdo por ligacdo covalente em comparagdo a adsorcao
fisica foi mais eficiente, apresentando rendimento de imobilizacdo de 80% com
carregamento 6timo para enzima imobilizada de 0,1genzima/Qsuporte;

- Na caracterizacdo bioquimica para os biocatalisadores imobilizados por ligacéo
covalente, o pH e temperatura 6tima foram de 7 e 60 °C, respectivamente. Os
pardmetros cinéticos foram: Vs de 2500 e 79,37 umol/g.min para a enzima livre e
biocatalisador imobilizado, respectivamente. E o valor de K, foi de 665 mM para a
enzima livre e 176,72 mM para o biocatalisador imobilizado. O biocatalisador
imobilizado apresentou 6tima resisténcia a temperatura, exibindo uma melhor
estabilidade térmica em comparagdo a enzima livre, proporcionando para o0
biocatalisador imobilizado um tempo de meia vida de 33 h. Verificou-se a partir da
estabilidade operacional que a lipase de BC imobilizada pode ser reutilizada até 3 vezes,
mantendo 60 % da sua atividade inicial,

- Na aplicacdo do biocatalisador em reacdo de transesterificacdo utilizando éleo
de coco e etanol, foi obtida uma conversdo maxima de 47,31 % com o tempo de reacao
de 96 h a 40 °C;

- Através da caracterizacdo morfoldgica e fisico-quimica do biocatalisador
imobilizado, pode-se notar a presenca da lipase no tecido de silica, confirmando a
imobilizacao.

Pode-se concluir que os objetivos propostos foram alcancados. Portanto, este
trabalho veio contribuir com uma nova proposta de suporte para imobilizacao de lipase.
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CAPITULO V

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para complementar os estudos, sugere-se:
- Estudar e avaliar o método de imobilizacéo por ligacdo covalente multipontual
em tecido de silica para que este apresente uma melhor estabilidade operacional da

lipase imobilizada;

- Aplicar o tecido de silica na configuracdo de reatores para a sintese de
biodiesel.
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