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RESUMO

GODOY, Marcelo Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de 2019.
Estudo da lipase Eversa® Transform 2.0 nas formas livre e imobilizada e sua
aplicacdo na reacao de transesterificacao da triacetina. Orientadora: Deusanilde de
Jesus Silva. Coorientadora: Monique Renon Eller.

O presente trabalho investigou a reagdo de transesterificacdo enzimatica para a produgao
de acetato de etila, fazendo uso da lipase Eversa® Transform 2.0 nas formas livre e
imobilizada em esferas de alginato de célcio. Inicialmente, a enzima foi caracterizada
quanto a massa molar, por eletroforese; ao ponto isoelétrico, por titulagdo
potenciométrica, e a estabilidade e ao tamanho, por potencial zeta. A massa molar foi de,
aproximadamente, 30 kDa, o ponto isoelétrico 6,8. Posteriormente, foi realizado o
processo de imobilizacdo da lipase Eversa® Transform 2.0 por aprisionamento em
microcapsulas de alginato de calcio. Os resultados alcangados foram 14,6 % e 80 % para
o rendimento e para a eficiéncia de imobilizagcdo, respectivamente. Os derivados
imobilizados foram caracterizados por meio de microscopia eletronica de varredura
(MEV), por meio da qual foram observadas enzimas aglomeradas quando comparados
com esferas referéncia, ou seja, sem enzima. O processo de transesterificacdo da triacetina
utilizando a lipase Eversa® Transform 2.0 nas formas livre e imobilizada foi avaliado
utilizando um Delineamento Composto Central Rotacional com 5 repeti¢des no ponto
central, variando o tempo de reacao (de 3,9 a 24,1 h) e os teores de enzima (de 0,5 a 3,0
% (v/v)) e de 4gua (de 1,0 a 6,0 % (v/v)), tendo como varidvel resposta a porcentagem de
rendimento em acetato de etila. Tanto para a enzima imobilizada quanto para a enzima
livre, as maiores taxas de rendimento em acetato de etila se deram quando foi utilizada a
condic¢do de 2,5 % de enzima e 5 % de agua, embora o tempo de reacao tenha sido de 8 h
usando a enzima livre e de 20 h para a imobilizada. Com a enzima livre, o rendimento em
acetato de etila foi de 39,3 %, enquanto que para a enzima imobilizada, o rendimento
maximo foi de apenas 5,8 %, sendo, neste caso, a varidvel tempo de reagdo a mais
significativa (> 0,05) do que as variaveeis teores de enzima e de agua, mostrando que o
processo de imobilizagdo ndo foi favordvel ao rendimento em acetato de etila. Com
relacdo ao reuso, foi possivel observar que a atividade da enzima imobilizada foi mantida
em 83,9 % da inicial, apds o 1° ciclo, e que, apos o 2° e 3° ciclos, as atividades foram de

39,0 e 23,8 %, das anteriores, respectivamente.
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ABSTRACT

GODQOY, Marcelo Andrade, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January, 2019.
Study of the immobilization of lipase Eversa® Trransform 2.0 and its application in
the transesterification reaction of triacetin. Advisor: Deusanilde de Jesus Silva. Co-
advisor: Monique Renon Eller.

The present work investigated the enzymatic transesterification reaction for the ethyl
acetate production, by use of Eversa® Transform 2.0 lipase in its free and immobilized
forms on calcium alginate beads. Initially, the enzyme was characterized as molar mass
by electrophoresis; isoelectric point, by potentiometric titration, and stability and size, by
zeta potential. The molar mass was approximately 30 kDa, the isoelectric point 6,8.
Subsequently, the immobilization process of the Eversa® Transform 2.0 lipase was
carried out by entrapment in microcapsules of calcium alginate. The results achieved were
14.6% for yield and 80% for immobilization efficiency. The immobilized derivatives
were characterized by means of scanning electron microscopy (SEM), by which
agglomerated enzymes were observed. The transesterification process of triacetin using
Eversa® Transform 2.0 lipase in its free and immobilized forms was evaluated using a
Rotational Central Compound Design with 5 replicates at the central point, varying the
reaction time (from 3.9 to 24.1 h) and the enzyme contents (from 0.5 to 3.0% (v / v)), and
water (from 1.0 to 6.0% v / v), having the response variable the percent conversion in
ethyl acetate. For both the immobilized enzyme and the free enzyme, the highest
conversion rate occurred when 2.5% of enzyme and 5% of water were used, although the
reaction time was 8 h for the reaction using the free enzyme and from 20 h to immobilized.
The free enzyme was able to convert up to 39.3% in ethyl acetate, while the immobilized
one converted at the most only 5.8%, being, in this case, the most significant reaction time
variable (> 0.05) of the than the variable enzyme and water, showing that the
immobilization process was unfavorable to the conversion into ethyl acetate. With regard
to reuse, it was possible to observe that the activity of the immobilized enzyme was
maintained in 83.9% of the initial one after the Ist cycle, and that after the 2nd and 3rd

cycles, the activities were 39.0 and 23.8%, of the above, respectively.
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1. INTRODUCAO

A necessidade do uso de biocombustiveis no cendrio mundial se deve aos niveis finitos
de reservas de fontes fosseis utilizadas para produc¢ao de combustiveis e a poluicdo desses,
contribuindo para o efeito estufa e, consequentemente, para o aquecimento global. Dentre os
principais biocomustiveis comerciais estdo o bioetanol e o biodiesel. Atualmente, o biodiesel ¢
obtido por meio do uso de catalisadores quimicos basicos. Porém, o uso desse processo tem
como consequéncias a necessidade de uma etapa de separagdo e purificagdo do produto com
geracdo de efluentes; formagdo de sabao (subproduto), e gastos com solventes e com energia
levando ao aumento consideravel dos custos do processo (DHAWANE et al., 2018). Em
contrapartida, estudos para a produgdo do biodiesel fazendo uso da catalise enzimatica tém
demonstrado vantagens como a obten¢do de produtos com pureza elevada, a ndo formagdo de
sabdes, e 0 uso de condigdes brandas no processo, diminuindo o consumo de energia e a geragao
de efluentes para tratamento. Outras vantagens sao a possibilidade de uso de diversas matérias-
primas no processo € a recuperacdo do glicerol numa etapa mais simples (GULDHE et al.,
2015; AMINI et al., 2017). Porém, o custo das enzimas e a sua estabilidade sdo aspectos
desfavoraveis ao seu uso em escala industrial. Além disso, sua reutilizagdo pode ser um
processo complexo. O processo de imobilizacdo ou encapsulagdo dessas enzimas em suportes
torna-se uma alternativa para contornar essas dificuldades (JESIONOWSKI et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2013; HAMA et al., 2018).

Embora a imobilizagdo de uma enzima livre possa levar a um aumento de sua
estabilidade (MOHAMMADI et al., 2016) e proporcionar a viabilizagdo de sua reutilizagao,
facilitando ainda sua separacao do meio reacional, ela pode causar a reducdo de sua atividade.
Devido a isto, é essencial que seja estipulado, para cada enzima, um procedimento para a
imobilizacdo (DALLA-VECCHIA et al., 2004). Entre os desafios de imobilizacdo de enzimas
estdo as limitagdes difusionais e os custos adicionados ao processo de imobilizagdo
(VILLENEUVE et al., 2000). No caso da imobilizacao de lipase, outro aspecto desfavoravel
trata-se do glicerol liberado na transesterificacdo, o qual pode se concentrar nos suportes
ocasionando o entupimento dos poros (YANG et al., 2016). Outros aspectos a serem
considerados sdo a possibilidade de quebra do suporte e a aglomeragdo da glicerina no mesmo,
além da possivel desativacdo da enzima pelo alcool (XU et al., 2011). Assim a utilizacao

comercial de enzimas imobilizadas para produ¢do de biodiesel ainda ¢ um desafio.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biodiesel

Os biocombustiveis sdo oriundos de biomassas renovaveis que podem ser utilizados de
forma total ou parcial em substituicio aos combustiveis fosseis (ZHANG et al., 2017;
DEMIRBAS et al., 2016) em motores de combustdo ou outra forma de geracao de energia
(ANP, 2018), e como atrativo a destinacdo de residuos agricolas e agroindustriais (FREITAS,
2018). O biodiesel apresenta vantagens comparativas em relagdo ao diesel de petréleo como
teor de enxofre baixo ou trago, baixa polui¢do, excelente lubricidade e facilidade de transporte
e armazenamento (LI ez al., 2014).

Considerando as vantagens citadas anteriormente, a mistura do biodiesel ao diesel fossil
vem crescendo ao longo dos anos. Iniciada em 2003, se tornou voluntaria com o percentual de
2% até 2007, quando se tornou obrigatoria a sua inser¢do na matriz energética brasileira em
janeiro de 2008 com a adi¢do de 2% do biodiesel no diesel (B2). O percentual evoluiu com os
anos, Jul/2008 - 3%, Jul/2009 - 4%, Jan/2010 - 5%, Ago/2014 - 6%, Nov/2014 - 7% e em
Mar/2018 - 10% (ANP, 2018).

2.2. Matérias-primas

O biodiesel pode ser produzido a partir de diversas matérias-primas, incluindo
oleaginosas (soja, girassol, canola, mamona, algodao, entre outros), gorduras de fonte animal
(sebos), 6leos residuais (6leos de fritura) (ISSARIYAKUL et al., 2014; SAJJADI, et al., 2016),
algas (NAUTIYAL et al., 2014) e cianobactérias (KARATAY et al., 2011).

A maior parte da composi¢do de 6leos e gorduras € constituida por acidos graxos
combinados a uma molécula de glicerol na forma de mono, di ou triacilglicerideos, mas podem
possuir também acidos graxos na forma livre (BACKES, 2011).

As estruturas das cadeias graxas estdo diretamente ligadas com a origem do 6leo ou da
gordura que irdo influenciar nas propriedades fisico-quimicas do biodiesel. A diferenca nas
cadeias graxas pode ser o tamanho e o numero de insaturagdes, bem como as suas proporcoes.
Alguns 4cidos graxos podem, também, apresentar grupos funcionais, tais como alcoois, cetonas,

epoxidos, etc., e mesmos ramificacdes (PINHO e SUAREZ, 2017).
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O uso do 6leo in natura como combustivel foi extinto devido as modificagdes realizadas
nos motores visando o aumento de sua eficiéncia. Para fazer destes como combustivel, é
realizada uma modificagdo quimica para aproximar suas especificagdes ao do Oleo diesel
(PINHO e SUAREZ, 2017).

Segundo a Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (2018), em
2017, a soja continuou sendo a principal matéria-prima para a producdo de biodiesel (B100),
equivalente a 71,6% do total, com aumento de 1,7% em relacdo a 2016. A segunda matéria-
prima no ranking de produ¢@o das usinas foi a gordura animal (16,8% do total), com aumento
de 15,6% em relagdo a 2016, seguida por outros materiais graxos (11,3% do total) e pelo 6leo
de algodao com 0,3% de participagdo do total. Dessa forma, € natural que as especificagdes do
biodiesel produzido sejam muito influenciadas pelas caracteristicas do 6leo de soja no material
de partida, o qual apresenta, em média, 0,914 a 0,922 g.cm™ de densidade relativa a 25 °C, 120
a 143 de indice de iodo (Wijs); 189 a 198 gKOH.g! 6leo de indice de saponificagio (MAPA,
1993) e ponto de fusdo médio -20°C (CETESB/SP, 2018).

Segundo Mertins (2008), uma Unica fonte oleaginosa pode possuir 10 tipos diferentes
de 4cidos graxos ligados a glicerina, e a composicao desses Oleos esté relacionada a fungdo de
cada uma dessas moléculas para a fisiologia da planta. Para o 6leo de soja, segundo o MAPA
(2018), a composigdo percentual em acidos graxos pode ser encontrada: saturados (miristico:
tragos, palmitico: 9,0 a 14,5%, estedrico: 2,5 a 5,0%, araquidico: tracos, behénico: tragos e
lignocérico: tragcos) mono-insaturados (palmitoléico: tragos e oléico: 18,0 a 34,0%) e poli-
insaturados (linoléico: 45,0 a 60,0% e linolénico: 3,5 a 8,0%).

Considerando a complexidade natural dos materiais graxos utilizados na produgdo de
biodiesel, o uso de moléculas modelos tem sido adotado em trabalhos na literatura para estudos
de efeitos especificos. Uma das moléculas usadas ¢ a triacetina (LOPEZ et al., 2005; ZIEBA
et al., 2007; MUNIZ et al., 2016; TEMOTEO et al., 2018).

A triacetina, tri acetato de glicerol, ¢ um derivado da glicerina, porém com maior valor
econdmico que a mesma. E quimicamente artificial e presente em vérios setores da industria,
utilizado como antioxidante para combustiveis e possui a capacidade de alterar a viscosidade e
o ponto de fluidez do biodiesel a frio (MUFRODI et al., 2013). A triacetina ¢ uma substancia
pouco polar devido a posi¢cdo geométrica que se encontram os trés grupos €steres que a formam
e das estruturas de ressonancia dos grupos carboxilas, mesmo com a alta atomicidade dos

dtomos de oxigénio (DE OLIVEIRA, 2016). Sua massa molar é de 218 g.mol™! (SILVA et al.,
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2018). A triacetina pode ser usada como molécula modelo de triglicerideos. Sua estrutura e
massa molar sdo menores quando comparadas aos triglicerideos do d6leo de soja refinado. Estes
apresentam massa molar média 873,32 g.mol!, sdo insoliiveis em 4gua, ou seja, apolares, sdo
formados de produtos de condensagdo entre glicerol e acido graxos (composto por trés
moléculas de acidos graxos esterificados em uma molécula de glicerol). Portanto, a utilizagdo

da triacetina pode facilitar no manuseio e nas analises do produto formado na reacao em estudo.

2.3. Producao de biodiesel

Os processos que podem ser utilizados para a producdo de biodiesel sdo: pirdlise ou
craqueamento, micro-emulsdo e transesterificacio (MEHER et al., 2006). Este ultimo se
destaca por ser considerado o processo mais vidvel para produgdo comercial, pela popularidade
e simplicidade em sua obtencdo em grandes volumes, onde as semelhangas fisicas do
biocombustivel para com o diesel mineral sdo grandes (AKOH et al., 2007). Na Tabela 1 estdo
descritas algumas caracteristicas fisicas do 6leo de soja, do biodiesel e do diesel, onde estas

semelhangas podem ser constatadas, especialmente com relacdo a densidade e a viscosidade.

Tabela 1. Caracteristicas fisicas do 6leo de soja, biodiesel e diesel

Substancia Densidade Viscosidade Nimero Poder Teor de  Referéncia
relativa, Kg.  cinematica a de calorifico S, %
m-3 40 °C, mm?/s cetano, inferior,
min kcal/kg
Oleo de 920 36 36 8.530 <0,1 Aratjo et
soja al.,
2018
Biodiesel 850-900 3,0-6,0 42 8.960 0,0000 ANP,
1 2012
Diesel 828 1,6-6,0 45 10.220 1,3 Araujo et
al.,
2018

Como citado anteriormente, € possivel também o uso de 6leos vegetais e suas misturas
diretamente com o diesel mineral (MEHER et al., 2006). Porém, devido as propriedades fisico-

quimicas dos 6leos vegetais como sua alta viscosidade (Tabela 1), acidez, baixa volatilidade,
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presenca de acidos graxos livres, presencga de gomas, existéncia de poli-insaturacio, prejudicam
0os motores (combustdo incompleta), seu uso de forma direta ¢ desestimulado (KNOTHE,
2006). O processo de obtengao do biodiesel usando a reagdo de transesterificagdo, dentre outros
processos, ¢ utilizado visando reduzir a viscosidade dos 6leos vegetais, resultando, apos as
etapas de purificacdo, em um produto (biodiesel) com caracteristicas mais proximas ao diesel
mineral (GERIS et al., 2007; BASHA et al., 2009).

Na produgao de biodiesel, os catalisadores podem ser classificados em homogéneos e
heterogéneos de acordo com o estado fisico em relagdo ao meio reacional (RUHUL et al., 2016)
e basico, acido e enzimatico de acordo com a sua natureza quimica/bioquimica
(DIAMANTOPOULOS et al., 2015).

O biodiesel ¢ uma mistura de mono-alquil ésteres de acidos graxos oriundos da reacdo
de transesterificacdo de triglicerideos de origem vegetal (6leos) ou animal (gorduras) com um
alcool de baixa massa molar, metanol ou etanol, na presencga de um catalisador e glicerol como
principal subproduto (ZHANG et al., 2017; FIRDAUS et al., 2016). Os catalisadores mais
empregados para a reacdo de transesterificacdo sdo basicos (KEERA et al., 2011), acidos (SU
E GUO, 2014) e lipases (SU et al., 2016). Ocorre uma sequéncia de trés reacdes (Figura 1), que
podem ser reversiveis, convertendo os triglicerideos em diglicerideos, seguido pela conversao
deste ultimo em monoglicerideos (DEMIRBAS, 2008, DIZGE et al.,2009).

O uso em excesso do alcool no meio reacional tem como finalidade elevar o rendimento

em ¢ésteres e deslocar o equilibrio da reacao no sentido do produto (FERREIRA, 2017).
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Figura 1. Reacdo de transesterificagdo de triglicerideos: sequéncia de reagdes consecutivas e reversiveis.

Fonte: SILVA (2008).

Para que o biodiesel seja comercializado para uso em veiculos € motores, este deve
atender a especificacdes regida pelo 6rgao responsavel do governo (ANP), Resolugdo ANP n°
30/2016 e Resolucdo ANP n°® 45/2014. Estas resolugdes trazem especificagdes dos parametros
que sdo determinados por faixas limites de caracteristicas fisico-quimicas. Nas especificagoes,
estdo inseridas também as normas técnicas para analises e determinagdo desses parametros de
caracterizacdo e sua importancia (RAMPIN, 2007), como pode ser observada algumas na
Tabela 1.

Diversos parametros podem induzir de forma diferente esta reacdo como: catalisadores
(bésicos, acidos ou enzimaticos), pureza dos reagentes, temperatura, agitacao e a relacdo molar

proporcional entre alcool: material graxo (NARASIMHARAO et al., 2007).


http://legislacao.anp.gov.br/?path=legislacao-anp/resol-anp/2016/junho&item=ranp-30--2016
http://legislacao.anp.gov.br/?path=legislacao-anp/resol-anp/2016/junho&item=ranp-30--2016
http://legislacao.anp.gov.br/?path=legislacao-anp/resol-anp/2014/agosto&item=ranp-45--2014

2.4. Meio de atuacao do catalisador

Considerando a reacao de transesterificagao, um dos aspectos importantes e que tem

sido muito estudado € o tipo de catélise e respectivo catalisador.

2.4.1. Homogéneo

A catalise homogénea ¢ caracterizada por apresentar o catalisador e os reagentes na
mesma fase no meio reacional, ou seja, o sistema ¢ monofasico (LOTERO et al., 2005). A
catalise homogénea pode ser aplicada a reagdes na fase gasosa e, principalmente, na fase liquida
(VIEIRA et al., 2018).

Para a producdo de biodiesel, podem ser empregados catalisadores acidos e basicos.
Porém, atualmente, nas plantas comerciais de produg¢do de biodiesel sdo aplicados os
catalisadores basicos homogéneos como hidroxidos alcalinos ou alcoxidos metalicos
(SOTOFT, 2010). O uso destes catalisadores demonstra ser eficaz, alcangando rendimentos
elevados. Entretanto, apresentam algumas desvantagens, como a necessidade de neutralizagdo
e problemas com contamina¢ao do produto, necessitando da etapa de separagdo e purificacao

do mesmo (DHAWANE et al., 2018), conforme ja citado anteriormente.

2.4.2. Heterogéneo

A catélise heterogénea, mais conhecida como catalise de contato, ocorre em um meio
reacional onde o catalisador distingue da fase dos outros reagentes, normalmente um sélido
com fluidos. A velocidade de reacdo estd associada com a area disponivel para interagdo entre
0s compostos e a reagdo ocorre na interface entre eles pelo fendmeno de adsor¢dao quimica
com quebra e, ou, formacao de ligacdes quimicas (VIOMAR, 2013).

A busca por eficiéncia, ou seja, elevadas taxas de conversdes e menores custos para a
reacdo de transesterificagdo, influenciaram na pesquisa a respeito de diferentes catalisadores
heterogéneos, tanto basicos como acidos (SAMPAIAO, 2008). O interesse no uso desses
catalisadores na producdo de biodiesel foi devido as suas inGimeras vantagens, como a
facilidade de separacdo do meio reacional, por simples filtragdo e sem uso de solvente; a
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facilidade de regeneracao e reutilizacdo dos mesmos (ZABETI et al., 2009; SHARMA, 2011);
a geracao de menos aguas residuais (GULDHE, 2015) e eliminacdo de reagdes paralelas, e

por apresentarem maior resisténcia mecanica, logo reduzem os custos do processo (DOSSIN,

2006; VIOMAR, 2013).

2.5. Biocatalisadores

A produgdo de biodiesel por catalise enzimatica se dd por meio da aplicacdo e eficacia
do uso de lipases, apesar do custo elevado e limites de estabilidade estreito. Este processo
apresenta vantagens como produtos com elevada pureza, ou seja, sem formagao de sabdes; o
consumo de energia ¢ menor devido as condi¢des brandas de reagdo utilizadas; menor geragao
de aguas residuais; possibilidade de uso de diversas matérias-primas, ¢ simplicidade no
processo de recuperacgao do glicerol (HALIM et al., 2009; GHALY et al., 2010; GULDHE et
al.,2015; AMINI et al., 2017), porém, o seu custo e estabilidade limitam a sua aplicabilidade
industrial (AMINI et al., 2017). Outra vantagem, a catalise enzimatica ¢ eficaz perante a acidez
de 6leos usados, elevando assim o rendimento de biodiesel, ndo ocorrendo a formacao de sabao
que ocorre, normalmente, na transesterificagdo basica (DIZGE et al., 2009).

O destaque das lipases esta em sua elevada especificidade pelo substrato que ultrapassa
a de outras enzimas conhecidas (DUARTE et al., 2006). Apresentam vantagens comparativas
em relacdo aos catalisadores quimicos, como seletividade quiral (enantio) e posicional (régio);
opcao sustentavel e financeiramente viavel (SCHMID et al., 2001; GHALY et al., 2010).

A reacdo de transesterificacdo enzimatica ¢ conhecida como mecanismo de Ping- Pong
Bi Bi, ou seja, um mecanismo que consiste em dois passos, conforme mostrado na Figura 2
(FEDOSOV e XU, 2011). Inicialmente, a enzima livre (E) reage com o triglicerideo (T)
formando o complexo E -T. Ocorre entdo a formacao de diacilglicerol (D) e 4cido gordo (F) a
partir da reag¢do de hidrolise em uma ligacdo éster de triacilglicerol (T). Logo, o produto, D, é
liberado do complexo E - D - F, onde a enzima se mantém no complexo (E - F). Este complexo
pode reagir com um alcool (Al) para formar um éster alquilico (E) (reacdo de esterificagdao) ou
com agua (W) para formar (F) (reacdo de hidrdlise), onde, posteriormente, a enzima ¢ liberada.
A reagdo para D e monoacilglicerol (M) ocorre por um processo semelhante (Figura 2)

(CHEIRSILP et al., 2008).
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Figura 2. Mecanismo Ping-Pong Bi Bi da reag@o de transesterificacdo enzimatica.

Fonte: (CHEIRSILP et al., 2008).

Um desafio para a escala industrial € o custo da lipase que, comparada aos catalisadores
quimicos convencionais, possui um valor maior. Entretanto, os estudos ¢ a busca por novas
alternativas influenciaram em novas possibilidades, ou seja, sua aplicagdo nas industrias de
alimentos, cosméticas e farmacéuticas (SINGH et al., 2014), além das vantagens apresentadas

pelos biocatalisadores quando aplicados ao processo de produgdo do biodiesel.

A reagdo de transesterificagdo alcanca valores de rendimento de acordo com os
parametros empregados, como a razdo molar alcool:6leo, a temperatura, o teor de dgua na
mistura reacional, o tipo de 4alcool, o uso de solvente organico, a temperatura e o pH

(NORJANNAH et al., 2016; BABAKI et al., 2016).

No processo de producdo de biodiesel, a razdo molar dalcool:substrato ¢
consideravelmente importante. O uso do alcool em excesso tem por finalidade garantir que a
reacao seja efetivada satisfatoriamente e reduzir os efeitos das limitagdes de difusdo. Porém, o
uso, além do excesso necessario, acarreta a inibicao da enzima, fazendo decair sua atividade de
catalise na reagdo (ZHAO et al., 2014). Logo, a razdo alcool:triglicerideo elevada pode resultar
em uma polaridade do meio reacional maior, produzida pelo dlcool e pela 4gua, interferindo no

rendimento em biocombustivel (RODRIGUES, 2009).

Grande parte das reagdes para producdo de biodiesel envolve o metanol, devido a sua
alta reatividade. Entretanto, dentre os alcoois com baixa massa molar, o metanol € o mais toxico
e polar, diferentemente do etanol que ¢ definitivamente mais aceito no meio industrial por ser

ambientalmente mais correto e apresentar menor toxicidade (SASSO et al., 2015).
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A adicdo de agua no meio reacional ¢ necessariam mas deve ser realizada de forma
controlada. Sua funcdo é manter a enzima ativa, mas pode também acarretar na sua desativagao,
propiciar a aglomeragdo de particulas da enzima e limitar a difusao e hidrolise do substrato. A
area interfacial da enzima aumenta com a adi¢ao de agua. Porém, pode estimular a reacao de

hidrolise, competindo com a transesterificacio (RODRIGUES, 2009; FIRDAUS et al., 2016).

A elevagao da temperatura do meio reacional aumenta a taxa de reacdo. Entretanto, a
catalise enzimatica ocorre em temperaturas mais suaves. Adicionalmente, com o aumento

brusco de temperatura, a enzima pode ser inativada (SALVADOR et al., 2009).

O uso de lipases imobilizadas tem sido alvo de estudos (HUANG et al., 2010;
BERGAMASCO et al., 2013; ARUMUGAM et al., 2014). Esta técnica possui algumas
vantagens para superar algumas deficiéncias do uso de enzimas na sua forma livre como a
estabilidade, a atividade, a especificidade, a seletividade, a redu¢do da inibi¢do, a facil
separacdo do meio reacional, a reutiliza¢@o e a sua aplicagdo em varios tipos de reatores (IDRIS

e BUKHARI, 2012).

Entretanto, a compreensdo de aspectos moleculares presentes na imobilizacdo de
enzimas que pode proporcionar uma queda da atividade de catalise e elevar o tempo de reagao,
evidencia um aumento de custo ao processo (MOREAU et al., 2008). A velocidade da catélise
enzimatica em comparacdo a catalise quimica ¢ considerada baixa, efetuando processos
reacionais entre 24 a 72 horas para conversoes acima de 90% do triglicerideo ao éster requerido

(RAMPIN, 2007).

Noureddini e Philkana (2005) relataram o estudo da reacdo de transesterificacao,
fazendo uso do 6leo de soja com nove tipos de lipase a 35°C. Os maiores rendimentos em metil
ésteres (67%) e em etil ésteres (65%), apos 1h de reacdo, foram utilizados lipase PS de
Pseudomonascepacia imobilizada por aprisionamento em suporte hidrofoébico sol-gel
quimicamente inerte. Os resultados também demonstraram boa estabilidade e pouca perda de

atividade com o reuso.

A lipase imobilizada comercial tipo B de Candida antarctica em reagdo de
transesterificagdo com Oleo residual e etanol a 32°C e 130 rpm, por 24h, apresentaram
rendimentos de 87% (Ressonancia Magnética Nuclear - RMN) e 82,9% (Cromatografia Gasosa

- CG) (ROSSET et al., 2011).

10



Zhao et al. (2017) relataram rendimentos de 92%, apos 24h e 40°C na reacdo de
transesterificagdo fazendo uso de 6leo residual. A Lipase (Candida sp. 99 e 125) foi imobilizada
em duas etapas, adsor¢do em diatomita e aprisionamento em alginato e gelatina, mantendo 70%

de rendimento apds 11 ciclos de reuso.

Nielsen (2016) fez uso de formulagdes liquidas de lipase para producao de biodiesel por
meio do processo de transesterificagdo, diante do cenario da recente implementacao das
mesmas no setor industrial. Para o processo neste setor, foi proposto o uso de dleo de soja
refinado, 0,2% m/m da enzima Eversa® Transform (Novozymes, Dinamarca), 3% m/m de dgua
e 1,5 equivalentes molares de metanol. A temperatura foi de 35 °C, tempo de reagdo 32 a36 h

para atingir o equilibrio da reagdo e alcangar rendimento >95%.

Remonatto et al. (2018) trabalharam no processo de producdo de ésteres de acidos
graxos com as formulagdes liquidas de lipase Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0
(ambas livres e imobilizadas). A partir de 6leo 4cido residual, para producdo de fatty acid methy!
ester (FAME), obteve rendimento de 89,01% e 95% para fatty acid ethyl ester (FAEE), narazao
molar etanol de 3,5:1, Eversa® Transform 1% (m/m, em relagdo ao substrato), tempo de 8 h
(35°C/250 rpm), com reuso da lipase por até 4 ciclos. Para o estudo da forma imobilizada, o
melhor resultado se deu para produgdo FAME, com a Eversa® Transform 2.0, fazendo uso de

6leo de girassol, com rendimento de 99,5 %.

2.6. Enzimas: Lipase

De forma generalizada, as enzimas sdo proteinas que desempenham o papel de
catalisadores e exercem funcao sobre sistemas biologicos com elevada especificidade. Sao
compostas quimicamente de macromoléculas de elevada massa molar constituidas em menor
escala por aminoacidos que se associam através de ligagdes peptidicas (BETSY e KEOGH,
2005).

As enzimas sao biocatalisadores que atuam em catélises importantes e possuem elevada
especificidade. Grande parte das enzimas sdo proteinas que atuam nos organismos vivos €
apresentam estruturas complexas. A especificidade seletiva de quimio, régio e estéreo e as
condi¢des brandas de atuagdo em reacdes e eco-simpatia proporcionam vantagens especiais as

enzimas (JESIONOWSKI et al., 2014).

11



As lipases podem ser produzidas por microrganismos, plantas e animais. As de origem
microbiana (bactérias, fungos e leveduras) sdao mais comuns devido a rendimentos elevados, a
facil manipulagdo genética e ao acelerado crescimento em meios de baixo custo (HASAN et
al., 2006). Em escala industrial, prevalece a producdo por fermentacdo submersa, em que o
cultivo consta em alimentar com nutrientes solubilizados, os meios liquidos (SANT’ANNA,
2001).

As lipases sdao denominadas triacilglicerolacil-hidrolases (EC 3.1.1.3), ou seja,
pertencem a subclasse 1 das enzimas hidroliticas de classe 3, sendo designadas como uma sub-
classe 1 devido a sua especificidade pelas ligagdes dos ésteres de acidos carboxilicos.
Constituem parte da familia das hidrolases que catalisam ligagdes éster deacidos carboxilicos.
Sua fungdo natural ¢ hidrolisar triacilglicer6is em diacilgliceridios, em monoglicerideos, em
acidos graxos e em glicerol (STERGIOU et al., 2013; TANASKOVIC et al., 2017). Atuam,
também, em reagdes de transesterificagdo, esterificacio (MENDES et al., 2012),

interesterificacdo, aminolise e lactonizacdo (Figura 3) (EBENEZER, 2008).

Consideradas importantes biocatalisadores, as enzimas sao empregadas em diversas
areas industriais, como a alimenticia, de detergentes, farmacé€utica, de couro, téxtil, cosmética

e papeleira (MAGNER, 2013; BADGUJAR et al., 2013).

A forma estrutural estabilizada e a conformagdo das enzimas sdo estabelecidas por
ligagdes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas, pontes de dissulfeto, ligagcdes ionicas e forgas
de Van der Waals. A atividade de catalise, a estabilidade e a especificidade por um substrato
por parte da enzima provém da sua estrutura tridimensional. Condigdes do meio, como pH;
temperatura; forga idnica; concentracdo de substrato; concentragdo da enzima e competi¢do
com ativadores e inibidores, influenciam a estrutura da enzima e, por seguinte, suas
propriedades de catalisar as reacoes (LIMA et al., 2001; NELSON, 2000).

A atividade de catélise estd diretamente ligada a conformagdo estrutural da proteina
inicial, ou seja, qualquer mudanga, como desnaturagcdo ou dissociacdo, a atividade ¢ afetada.
Algumas desvantagens sdo apresentadas pelas enzimas livres como instabilidade operacional e,
tempo de incubagdo, motivado pelo custo. Além disso, a separacdo do meio reacional com o
uso de enzimas livres ¢ dificil, tornando a reciclagem um grande problema. Portanto, a
imobilizagdo em suportes torna-se uma alternativa para contornar essas dificuldades

(JESIONOWSKI, et al., 2014; RODRIGUES et al., 2013).
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Figura 3. Esquema das principais reagdes catalisadas por lipases.

Fonte: BARON (2008).

As enzimas exercem atividade sob condigdes brandas de temperatura, pH e pressao

(HASAN et al., 2006). A temperatura de atuacao varia de 30 a 40°C e os valores de pH estao

entre 5 a9 (DUARTE et al., 2006), onde a atuacdo das lipases se destaca entre valores de pH 6
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e 8 (SHU et al., 20006).

A lipase seleciona o substrato por meio de uma regido de tampa hidrofébica, estrutura
essa caracterizada como anfifilica e envolvida por uma alga, onde se encontra o sitio ativo de
grande parte das lipases. Esta conformidade estrutural possui uma provavel funcionalidade de
interagir lipideo e 4gua, que descreve o fenomeno de ativagdo interfacial (Figura 4), que exibe
o0 sitio ativo propiciando o contato com o substrato, onde a conformidade enzimatica sofre
alteragoes (GHANEM, 2007). O compartilhamento do sitio ativo em estrutura conformacional
aberta ¢ dada por meio da tampa hidrofobica formada pela face interna da tampa, quando ¢
possibilitada a interagdo da interface hidrofobica com moléculas lipidicas (GUISAN 2006).

A enzima entra em atividade, ap0s a ativagdo interfacial, a0 mesmo tempo em que ocorre
a geracao de emulsdo e, na presenca de solucdo, a alca anfifilica concede abertura na interface
agua-lipideo (HOUDE et al., 2004). A atuagdo das lipases frente a possiveis interfaces ¢é
caracteristico perante agua-6leo, ou agua-solvente organico, ¢ o aumento da atividade ¢

influenciado por substratos insoluveis (SHARMA et al., 2001).

Conformagio fechada e inativa

e Face externa da tampa
o
‘—

Conformacio fechada Conformacio aberta

e inativa e ativa < oitioativo
Face interna da tampa

3 Zona hidrofobica

Conformacgio aberta e ativa

B Zona hidrofilica

Figura 4. Ativagdo interfacial de lipases.

Fonte: Adaptado de PALOMO et al., 2004.

A classificacdo da enzima como lipase ndo segue preceito de possuir essa tampa
hidrofébica e o fendmeno de ativagao artificial. O principio do tamanho da cadeia do substrato
em exatidao para ser ponderada como grande e assim tratada como lipase, também € vago. As

consideragdes por parte de alguns autores sdo advindas do tamanho da cadeia dos
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triacilglicerdis catalisados, maior que 10 carbonos (trioleina como padrao), sdo lipases e menor
(tributirina como padrao), sao esterases (FERRATO et al, 1997). Notavelmente, grande parte
das lipases estd apta a hidrolisar os substratos das esterases, onde o contrario ndo ¢ valido
(ERICSSON, 2008).

O estudo da cinética das reacdes enzimaticas através das equagdes de Michaelis-
Menten, que sdo caracterizadas por reagdes cataliticas em meios homogéneos, pode ser
prejudicado devido as reagdes lipoliticas ocorrerem em interface agua-lipideo (SHARMA et
al., 2001). Um sistema particular ¢ requerido ao estudo da cinética das lipases, devido a um
equilibrio dos estados monoméricos, micelares e emulsificados, estabelecido pelos substratos
lipoliticos. O estudo cinético desses substratos abrange o processo de ativagdo interfacial
(PALOMO et al., 2002).

A partir do inicio da década de 90, o biodiesel comegou a se destacar como combustivel
alternativo pelos estudos cientificos. Em dezembro de 2014, a Novozymes S/A (Dinamarca)
langou a lipase Eversa® Transform para produgdo de biodiesel enziméatico em escala industrial.
Consequentemente, uma nova formula¢do, com maior estabilidade, foi apresentada apds maio
de 2016, a Eversa® Transform 2.0 NOVOZYMES, 2017). As formulagdes citadas sao liquidas
e demonstram alta atividade na transesterificacdo de glicerideos e na esterificagdo de acidos
graxos livre (NOVOZYMES, 2015). A Eversa Transform 2.0 ¢ uma lipase que catalisa a
hidrolise de éster carboxilico (EC 3.1.1.3.), obtida da fermentacdo submersa do microrganismo

Asspergillus oryzae geneticamente modificado (NOVOZYMES, 2017).

2.7. Imobilizacao de enzimas

O uso de enzimas imobilizadas ¢ uma alternativa para a aplicag¢do industrial de forma
sustentavel, demonstrando vantagens sobre os catalisadores j& estabelecidos em relacao as
questdes econdmicas e ambientais (ZAIN et al., 2010).

Com o intuito de se concretizar um processo de imobilizacdo que proporcione
estabilidade a enzima, a sua origem deve ser conhecida, assim como as propriedades do
suporte e do método escolhido. Portanto, a estratégia de imobilizar a enzima deve atender a
perspectiva de eficacia da mesma, a viabilidade financeira e as propriedades para o
biocatalisador imobilizado (WISEMAN, 1995).

A defini¢do para enzimas imobilizadas segue o preceito de confinamento dessas
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macromoléculas em uma determinada area, individualizadas por um obstaculo que garante a
interacdo da enzima com o substrato em reag¢do e que ndo permita a sua solubilidade no meio
de reagao (JEGANNATHAN et al., 2008).

A retencao das enzimas ¢ realizada em uma fase denominada matriz, ou suporte,
composta por polimeros inertes ou materiais inorganicos insoluveis. O uso desta técnica tem
sido extensivamente adotado na industria farmacéutica, de detergentes, de couros, de
panificacdo, entre outras, com intuito de aperfeigoar o biocatalisador em relagdo a sua forma
livre (SANTOS, 2010).

O uso da lipase livre na forma de catalisador homogéneo para a sintese de biodiesel
apresenta desvantagens como o custo ¢ a dificuldade de recuperagdo e reuso proporcionando
custos a mais para o processo. Logo, o processo de imobilizacdo ou encapsulagdo da enzima
livre em diferentes suportes torna-se atrativo (HAMA et al., 2018).

Na imobiliza¢do da enzima livre, é possivel notar aumento da atividade e da
estabilidade (MOHAMMADI et al., 2016), maior controle do produto de interesse, em
consequéncia, maior eficiéncia na reacdo (CIPOLATTI et al., 2015; PEREIRA et al., 2015),
possibilidade de reuso (GAO et al., 2017) e aplicagdo em diversos tipos de reatores (IDRIS e
BUKRARI, 2012). Entretanto, o processo de imobilizagao esta sujeito a inibir ou a aumentar
a atividade e a estabilidade da enzima, visto que ndo existe um procedimento que estipule o
controle dos parametros apos a imobilizacio (DALLA-VECCHIA et al., 2004), além de
limitagdes difusionais, custos adicionados ao processo, pois alguns métodos sdo demorados e
trabalhosos (VILLENEUVE et al., 2000), e o glicerol liberado na transesterificacdo pode se
concentrar nos suportes ocasionando o entupimento dos poros (YANG et al., 2016).

Por outro lado, durante o processo de imobilizagao, pode ocorrer a perda de atividade
por parte da enzima, os suportes podem acrescentar um custo a mais, propiciar baixa
estabilidade devido aos sistemas 6leo-agua e a necessidade de melhoria nos reatores para
otimizag¢do da homogeneizagdo do meio para elevar os rendimentos do biodiesel (ZHAO et
al., 2015). O reuso pode também acarretar a perda de atividade devido a dessor¢do, a inibicao
ao substrato e, muitas vezes, ao produto (BAJAJ et al., 2010), além da possibilidade de quebra
do suporte, da glicerina se aglomerar no mesmo e da possivel desativagao da enzima pelo
alcool (XU et al., 2011). Assim, a introducdo de enzimas imobilizadas na industria para

produzir biodiesel ainda ¢ um desafio.
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A Eversa Transform ¢ uma modificagao da Thermomyces lanuginosus, caracterizada
como uma enzima com elevada estabilidade e o processo de imobilizacdo induz a reducdo de
sua atividade. A flexibilidade do seu sitio ativo proporciona alta sensibilidade a muitos
parametros, como mudangas nas condi¢des experimentais e protocolos de imobilizagao,

podendo alterar suas propriedades (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).

2.8. Aprisionamento em alginato

Na técnica de encapsulamento, a mesma usada no presente trabalho, as enzimas sao
aprisionadas em uma matriz polimérica insolivel no meio reacional na forma de géis,
microcapsulas, fibras, filmes ou membranas. O processo utilizado ¢ fisico, portanto, nao
acarreta modificacdes na estrutura da enzima ou ligagdes com grupos reativos ou sitio ativo
da mesma (BRIGIDA, 2010; ZUCCA, 2014). Esta técnica é caracterizada pela formacio de
poros em sua estrutura, ou pela retengdo do imobilizado por uma membrana porosa (BON,
2008), e o processo pode ser realizado em temperatura ambiente e livre de solventes organicos
(GOMBOTZ e WEE, 2012).

A vantagem desse método € a disposi¢ao de uma grande area superficial especifica do
substrato e do imobilizado. Como desvantagens, a possibilidade de inativacdo da enzima
durante a imobilizagdo, o desprendimento da enzima do suporte e a limitag¢do de difusdo para
com o substrato podem ser citados (DALLA-VECCHIA et al., 2004; BON, 2008).

Os hidrogéis podem ser aplicados para realizar a imobilizacdo de enzimas e proteinas.
A sua fun¢do ¢ formar estruturas que possibilitam a passagem de substratos, produtos e
cofatores que irdo interagir com os materiais imobilizados como enzimas e proteinas. Logo, a
imobiliza¢do enzimatica e proteica € foco de diversas pesquisas académicas para fins industrias
(TAQUIEDDIN e AMIJI, 2004; RAZACK e DURAIARASAN, 2016; FERREIRA et al.,
2017).

O termo alginato ¢ utilizado com mais frequéncia na industria alimenticia, farmacéutica
e biotecnoldgica e faz referéncia a um grupo de polissacarideos (biopolimero) procedente do
acido alginico que ¢ extraido naturalmente na parede celular de algas marinhas marrons da
classe Phaeophyceae. Ainda, pode ser produzido por bactérias do género Pseudomonas e
Azotobacter (MCHUGH, 1987; SILVA e GARCIA-CRUZ, 2010). As principais algas

utilizadas para a produ¢do comercial de alginatos sdo espécies de Macrocystis, Laminaria e
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Ascophyllum (MCHUGH, 1987). Na Figura 5, sdo mostradas as estruturas dos blocos que

constituem a molécula do alginato.

Figura 5. Estruturas dos blocos que constituem a molécula de alginato. M: acido manurénico e G: acido
glicurdnico.

Fonte: MARQUES (2011).

A obten¢do do alginato de diferentes espécies influencia no tamanho e disposicao da
formagao dos blocos formados por parte dos 4dcidos manurdnicos (M) e glucurdnicos (G),
estando diretamente relacionadas as propriedades fisico-quimicas, a viscosidade, a plasticidade,
a elasticidade e ao escoamento do polimero (MCHUGH, 1987; GARCIA-CRUZ et al., 2008).
A predominancia de residuos glucurdnicos e a reagio com cations divalentes (Ca*?) produzem
géis rigidos, denominados “modelo caixa de ovos” (KING, 1983; SANTOS, 2012). Na Figura
6 ¢ mostrado este tipo de modelo.

A estruturagdo dos géis de alginato, comandadas pelas suas propriedades gelificantes,
como concentracao, estrutura quimica e cinética de formagao, esta relacionada a concentragao
do cation, a forga i6nica e ao pH do meio. Para a formacgao de sais soluveis de alginato, pode-
se recorrer ao uso de iniumeros contra-ions monovalentes (exceto Ag"), em contrapartida, os
divalentes e multivalentes (exceto Mg?’, por serem pequenos ou a carga nio suprir a

estabilizacao do sistema) formam géis ou precipitados (GOMBOTZ ¢ WEE, 2012).
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Figura 6. Rearranjo das cadeias de alginato com calcio, modelo "caixa de ovos".

Fonte: Adaptada de ZAMBON, 2002; SILVA, 2015.

A afinidade dos alginatos para ions metélicos est4 relacionada com as propriedades dos
ions, como o raio i6nico, o efeito estérico, a forca i0nica e a eletronegatividade (TEIXEIRA,

2011), seguindo-se a seguinte série, denominada de Thiele (DAVIS et al., 2003):

Mg <Mn=Fe<Co<Ni<Zn<Ca<(Cd<Sr<Cu<Pb<Ba

A formacao das cadeias de alginato pode ser preparada por extrusao e pelo método de
difusdo, também denominado de gelificacao rapida, sendo conhecido como o mais simples. O
gel ¢ formado por atomizagdo ou gotejamento da solu¢do de alginato de sddio, ou mistura
contendo alginato, em uma solu¢do de sal de calcio, onde ocorre a formacao de esferas (beads)
unicas e independentes (SMIDSROD e DRAGET, 1997; SANTOS, 2012). Na Figura 7 esta
ilustrado o método descrito.

Para este método, a solugdo de cloreto de calcio é a mais utilizada. O uso deste método
estd presente na industria alimentar (bagas artificiais ou outros alimentos reestruturados), e na
area de biotecnologia (esferas de gel com intengao de imobilizar células ou enzimas) (SANTOS,

2012).
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Figura 7. Configuragdes para o método gelificagdo por difusdo.

Fonte: Adaptada de SANTOS (2012).

Fundueanu et al. (1999) avaliaram a esfericidade das particulas e concluiram que a altura
do bico de gotejamento interfere na mesma. Welter (2009) avaliou diferentes concentragdes de
alginato de sddio e alturas de gotejamento, chegando a conclusdo que a concentragdo de 2% e
altura de 30 cm foram ideias.

Santos (2012) estudou e avaliou os parametros que influenciam a produgdo de esferas
de alginato, por meio do método de difusdo. Caracteristicas como massa, firmeza, adesividade,
perfil de textura e esfericidade foram consideradas na avaliagdo. A conclusdo foi que a
concentragdo de alginato e a concentragcdo de cloreto de calcio tém efeito significativo nas
caracteristicas das esferas. Adicionalmente, a temperatura do preparado tem efeito
principalmente na duragdo da operacdo de gelificagdo e nas caracteristicas das esferas de

alginato.

Considerando uma aplicagdo préatica, a publicacdo do trabalho de Wingender et al.
(1987) confirmou as conclusdes de outros autores mais antigos que as lipases e alginato podem
desenvolver interagdes entre si.

Marques (2011) imobilizou uma lipase utilizando alginato de sédio em solu¢do com
precipitagdo em cloreto de calcio, concluiu que a concentragio de 2% (alginato de sodio), pH
3,68 e concentragdo de 200 mM (CaCly), relagdo de 40/60% Alginato/solugdo enzimatica,

produz esferas de 2 mm didmetro. A taxa de imobilizagao foi de 168,07%.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Estudar a imobilizagdo da Lipase Eversa® Transform 2.0 em esferas de alginato de
calcio e avaliar sua aplicacdo na reagdo de transesterifica¢ao da triacetina, visando a producao

de biodiesel.

3.2. Objetivos especificos

- Caracterizar a lipase Eversa® Transform 2.0 na sua forma livre quanto a sua massa molar,
ponto isoelétrico e tamanho;

- Imobilizar a enzima Eversa® Transform 2.0 em esferas de alginato de calcio;

- Avaliar a influéncia do tempo de reacdo, teor de enzima e teor de agua na reacdo de
transesterificagdo para producao do acetato de etila fazendo uso da Eversa® Transform 2.0 na
forma livre e imobilizada.

- Avaliar o reuso das enzimas imobilizadas na reagdo de transesterificagao da triacetina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

A enzima utilizada neste trabalho foi a Eversa® Transform 2.0 da empresa Novozymes
(Parana-RS), Batch: LRN02013, validade 07/12/18. A triacetina foi doada pela empresa
Buschle & Lepper S.A.

4.2. Caracterizacio da enzima livre

4.2.1. Estimativa da massa molar por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

(SDS-PAGE)

O método eletroforese SDS-PAGE foi utilizado para estimativa da massa molar da
enzima. A eletroforese em gel de poliacrilamida (gel separador - 12% e gel empilhador - 3,9%),
contendo SDS (10 %) e B- mercaptoetanol foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970).
As corridas eletroforéticas foram realizadas a temperatura ambiente, a 80V, em placas do
sistema Mini-Gel Biorad. Foram aplicadas 4 amostras com diferentes concentragdes da solucao
comercial da enzima (Tabela 2), apds serem fervidas por 4 min com tampao desnaturante de
amostra (0,19 M Tris/HCl1 0,19 M pH 6,8, SDS 2,3 % (p/v), glicerol 1 % (v/v), B-

mercaptoetanol e azul de bromofenol).

Tabela 2. Caracteristicas das amostras aplicadas no gel.

Concentracao da Enzima (pL) Tampao
enzima (ug/L) (nL)
10 2,85 1
20 5,7 1,9
40 11,94 3,98
50 14,9 4,97
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Ao finalizar a corrida eletroforética, o gel foi fixado em uma solu¢do metanol, acido
acético glacial, e corado na mesma solugdo adicionada de Comassie Blue (G-250) por um
periodo de 16 h. O gel foi descorado apds 3 lavagens de 20 min com solugio de metanol e 4cido
acético. Posteriormente, o gel foi lavado e armazenado em agua destilada. A massa molecular
da enzima foi estimada por meio da comparagdo das bandas proteicas da amostra com as bandas

do marcador molecular (Bio Rad).

4.2.2. Determinacgdo do ponto isoelétrico

A partir de duas solugdes de 50 mL da solugdo Eversa® Transform 2.0 diluida 1000 X
em agua destilada, partindo do pH 5.4 (pH da formulagcdo comercializada), foi realizada a
analise do ponto isoelétrico da enzima, com o pHmetro (PHS-3E Labmeter). Na primeira
solugdo, foi adicionada a solugao titulante NaOH (0,01 M) e na segunda a solugao titulante, HCI
(0,01 M), até valores de pH de interesse 10 e 3,5, respectivamente. Ambas as solugdes titulantes

foram adicionadas em aliquotas de 50 pL até a estabilizagdo do pH que entdo era registrado.

4.2.3. Mensuragdo do potencial zeta e do diametro hidrodindmico da enzima na suspensao

Para determinacdo do didmetro hidrodinamico e do potencial zeta da suspensdo
enzimatica, foram preparadas 7 solu¢des de 50 mL da solugdo Eversa® Transform 2.0 diluida
1000 X em agua destilada. Os valores de pH foram ajustados com as solu¢des NaOH (0,01 M)
e HCI (0,01 M) para 2, 4, 5, 7, 8, 9 e 10, partindo do pH inicial de 5,4 (pH da formulagdo
comercializada), com auxilio do pHmetro PHS-3E Labmeter.

Posteriormente, as 7 solugdes foram levadas para um banho de ultrassom por 20 min no
equipamento Ultraclear 1400A, para promover a individualizacdo das enzimas e assim
prosseguir para as andlises de dimensdes e de potencial zeta. Estas foram realizadas em
triplicata, no equipamento Zetasizer Nano ZS (Zen 3500, Malvern, Reino Unido). De cada
solucdo, foram retiradas aliquotas de 2 mL, as quais foram inseridas em uma cubeta contendo

dois eletrodos.
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4.3. Imobilizacdo enzimatica

Inicialmente, uma solucdo de alginato de sodio a 2% v/v em tampao acetato de sodio
pH 3,68 foi preparada. Esta solucdo foi entdo misturada a solugdo enzimatica Eversa®
Transform 2.0 nao diluida nas propor¢des 40/60 e 60/40 (v/v). As misturas foram, entdo,
gotejadas a uma altura de 2,5 cm, por meio de um tubo de silicone e bomba peristaltica
Masterflex (1,1 mL-min™") em solugdio de cloreto de célcio 200 mM (MARQUES, 2011). As
esferas de alginato foram mantidas por cerca de 1 h na solugdo de cloreto de célcio para
completa gelificacdo e posteriormente foram recuperadas com o uso de uma peneira e lavadas
com 100 mL de solucao tampao acetato de s6dio 0,05 mM pH 3,68. As solugdes de cloreto de
calcio e de lavagem foram analisadas para quantificar a concentragdo de proteinas nao
imobilizadas, com o objetivo de avaliar o procedimento de imobiliza¢do. As esferas foram
armazenadas em solu¢do tampdo de acetato de sodio 0,05 mM, pH 3,68, a 10 °C, para uso

posterior nas reacdes de transesterificagao.
4.3.1. Rendimento de Imobilizacdo

Relaciona a atividade especifica da enzima imobilizada e a atividade especifica da

enzima livre usada no processo de imobiliza¢do, Equagao 1.

Rendimento de imobilizacdo (%) = W (x100) Equacao (1)

e(livre)
Em que:
Ac(imob) (U/mg) = atividade especifica da enzima imobilizada

Ac(iivre) (U/mg) = atividade especifica da enzima livre

4.3.2. Eficiéncia de Imobilizacio

Relaciona a quantidade de proteinas aprisionadas nos suporte, apds o processo de

imobilizacao, Equagao 2.

Ce(livre)*Ve(livre))— (Ce(imob)*V e(imo ~
Eficiéncia de Imob. (%) = (Ceqivre) (C(l ) ‘E . b)) (imob)) (x100) Equagio (2)
e(livre)*V e(livre)
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Em que: Ceqivre) (mg.mL-1) = concentragdo de proteina inicial; Vegivre) (mL) = volume da
inicial da suspensao enzimatica; Ce(imob) (mg.mL-1) = concentracao de proteina do filtrado,

e Ve(imob) (mL) = volume total do filtrado

4.3.3. Caracterizacdo das esferas por Microscopia Eletronica de Varredura

A analise das esferas de alginato de célcio na presenca e na auséncia da lipase Eversa®
Transform 2.0 imobilizada foi realizada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Para
isso, as esferas foram secas em estufa a vacuo (Tecnal TE-395) na temperatura de 40 °C por 2
min. Posteriormente, as esferas foram cortados com um estilete e as fatias posicionadas sobre
um suporte de aluminio, e em seguida recobertas com uma fina camada de ouro no equipamento
Metalizador Quorum QIS50R S. A andlise morfologica dos materiais foi realizada em
equipamento Microscopio Eletronico de Varredura JEOAL— JSM-6010LA a partir de elétrons
secundarios sob vacuo e voltagem da fonte de 15 kV. As esferas foram amostradas de forma
inteiramente casualisada, sendo visualizadas duas esferas sem a enzima e quatro esferas com a
enzima imobilizada, sendo que destas duas antes do uso na reagdo de transesterificacdo e duas

apos o terceiro ciclo de reuso.

4.4. Utilizacao da enzima livre e imobilizada nas reacoes de transesterificaciao da triacetina

4.4.1. Delineamento experimental

Para otimizar as reagdes utilizando a enzima livre e imobilizada e avaliar o efeito da
imobilizagdo, utilizou-se um Delineamento Composto Central Rotacional com 5 repeti¢cdes no
ponto central, totalizando 19 ensaios (Tabelas 3). Para o estudo, foram selecionadas as variaveis
tempo (h) de reacdo, teor de enzima (% v/v) e teor de agua (% v/v). A quantidade de enzima
imobilizada adicionada em cada tratamento foi ajustada de acordo com a carga de proteinas
utilizada para a enzima livre (Tabela 4). A varidvel resposta investigada foi a porcentagem de
rendimento em acetato de etila. O ajuste modelo matemético gerado aos dados foi testado pelo
teste T por meio da andlise de varidncia (ANOVA) fazendo uso do programa STATITICA®
(Data Analysis Software System).
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Tabela 3. Valores codificados e decodificados utilizados no Delineamento Composto Central Rotacional para as
reacdes de transesterificagdo utilizando a enzima Eversa® Transform 2.0 livre e imobilizada.

Codificado Decodificado
Ensaio t (h) E (% viv) A (% viv) t (h) E (% viv) A (% viv)
1 -1 -1 -1 8 1,00 2
2 1 -1 -1 20 1,00 2
3 -1 1 -1 8 2,50 2
4 1 1 -1 20 2,50 2
5 -1 -1 1 8 1,00 5
6 1 -1 1 20 1,00 5
7 -1 1 1 8 2,50 5
8 1 1 1 20 2,50 5
9 -1,682 0 0 3,90 1,75 3,5
10 1,682 0 0 24,10 1,75 3,5
11 0 -1,682 0 14 0,49 3,5
12 0 1,682 0 14 3,01 3,5
13 0 0 -1,682 14 1,75 1,00
14 0 0 1,682 14 1,75 6,02
15 0 0 0 14 1,75 3,5
16 0 0 0 14 1,75 3,5
17 0 0 0 14 1,75 3,5
18 0 0 0 14 1,75 3,5
19 0 0 0 14 1,75 3,5

t =tempo de reacdo; E = Concentrac@o da solugdo enzimatica comercial; A = Porcentagem de agua adicionada nas
reacoes.
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Tabela 4. Proporcdo de enzimas livres e esferas de enzimas imobilizadas utilizadas para as reagdes de
transesterificacdo da triacetina.

Enzima livre (nL) Enzima imobilizada (n° esferas)

50 12
50 12
125 30
125 30
50 12
50 12
125 30
125 30
88 21
88 21
25 6
151 36
88 21
88 21
88 21
88 21
88 21
88 21
88 21

As reagdes de sintese do acetato de etila foram realizadas em elenmeyers de 125 mL
com 5 mL de substrato (Triacetina) e etanol como alcool de cadeia curta, na relagao 1:3,5,
respectivamente. Os erlenmeyers foram incubados em agitador Thelga THS 16B sob
temperatura de 35 °C e 230 rpm (REMONATTO et al., 2018). Para comparacao dos
planejamentos experimentais, utilizou-se a lipase Eversa® Transform 2.0 na forma livre e
imobilizada de forma equivalente quanto a sua atividade enzimadtica (Tabela 4). Os controles
consistiram nas misturas de reagdo i) sem o catalisador e i1) contendo esferas de alginato de

calcio sem a enzima imobilizada. Ap6s cada tempo de reagdo previsto no delineamento (Tabela
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3), uma aliquota de 2 mL foi retirada do meio reacional, centrifugada, a 3500 rpm por 10 min e

congelada a -4°C, para posterior analise por cromatografia gasosa.

4.5. Reuso da enzima imobilizada

O reuso da lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada nas esferas de alginato de calcio
foi avaliado em mais 3 ciclos de reagdo a partir do melhor resultado do planejamento
experimental na condicdo de maior rendimento em acetato de etila para a enzima imobilizada.
Para iniciar cada ciclo de reuso, os derivados imobilizados foram separados do meio reacional
com auxilio de uma peneira e adicionados em uma mistura reacional semelhante aquela descrita

no item 4.4.1.

4.6. Métodos analiticos

4.6.1. Determinacdo da atividade enzimadtica

Para determinar a atividade da enzima livre e dos derivados imobilizados, foi utilizado
o método espectrofotométrico baseado na hidrolise do palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) pela
enzima, em meio aquoso, contendo como surfactantes a goma ardbica e o Triton X-100. O
método foi descrito por Winkler e Stukmann (1979) e modificado por Krieger (1995). A

liberagdo do p-nitrofenol, de coloracdo amarela ¢ entdo mensurada a 410 nm (Figura 8).

C}CDCI_{H_;'._ OH
g ,«f‘%
”/ P ﬂ J . C,sH3, COOH
R‘Hr/ S
NO, NO,
palmitato agua p-mitrofenol acido palmitico
de p-nitrofenila

Figura 8. Reacdo de hidrolise do palmitato de p-nitrofenila por lipases.
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Para a enzima livre, a solucdo de substrato (0,9 mL), j4 com a temperatura estabilizada

a 35 °C, foi inserida na cubeta e, posteriormente, adicionou-se a solu¢ao contendo a enzima (0, 1

mL) ou um tampao fosfato de sddio (0,05 M pH 7), no caso do branco.

Os derivados imobilizados (2 esferas) foram incubados juntamente com a solugdo de

substrato (4,5 mL) sob temperatura de 35 °C e agitacao de 150 rpm em erlemeyers de 25 mL,

por 3 min.

Para calculo da atividade enzimatica, utilizou-se a Equagdo 3, sendo uma unidade de

atividade enzimatica (U) definida como a quantidade de enzima que promove a liberagao de 1

umol de pNP (p-nitrofenol) por minuto. O coeficiente de absortividade molar do p-NP em pH

7,0 (9,78.10° L.mol'.cm™) foi utilizado para relacionar a concentragio do produto com a

absorbancia obtida na leitura.

_ {Abs*Vt

3
- S*Xe*T} *10 ) *D

Em que:

U = Atividade enzimética (U.mL™")

Abs = Absorbancia

V't = Volume total de reacdo (mL)

¢ = Coeficiente de absortividade molar do p-NP

Xe = volume (mL) ou massa da enzima imobilizada (mg)

T = Tempo de reacao

103 = coeficiente de correcao

D = numero de dilui¢des

4.6.2. Quantificacdo de proteinas

Equagdo (3)

A dosagem de proteinas foi realizada de acordo com o método proposto por Bradford

(1976), utilizando o equipamento Bioespectro SP-22. A concentracdo de proteinas foi calculada

a partir de uma curva de calibragdo com o padrio soro-albumina bovina (BSA).
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4.6.3. Calculo da atividade especifica

A atividade especifica relaciona a atividade da enzima por massa de proteinas totais na

solucao, conforme Equagao 4:
Atividade especifica (A,) = Pi(U/mg) Equagéo (4)
t

4.6.4. Cromatografia Gasosa (CG)

Para determinar o rendimento da reagdo, as aliquotas retiradas dos testes de
transesterificacdo da triacetina foram tratadas e submetidas a uma andlise quantitativa em
Cromatografo a Gas (CG) modelo Shimadzu GC-2010 Plus, equipado com auto-injetor,
detector de ionizagdo em chama (FID) e coluna capilar Carbowax (30 m, x 0,25 mm ID x 0,25
um). As condi¢des do método utilizado foram: temperatura inicial 60 °C, elevagdo de 10
°C-min! até 210 °C, por 15 min; injetor (250 °C); detector (250 °C); gis de arraste Ha com
vazdo de 1,2 mL.min.

A porcentagem de rendimento em acetato de etila da reagao foi calculada a partir da area
do pico relativo ao produto de interesse, acetato de etila, nos cromatogramas, a partir de um
padrdo interno do acetato de etila. A curva padrdo foi preparada a partir de concentragdes

conhecidas do acetato de etila.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A suspensao contendo a lipase Eversa® Transform 2.0 continha, segundo o método
adotado para quantificacdo de proteinas, 33,5 mg-mL™"' de proteina, e a partir dela foi obtida
uma atividade hidrolitica de 147 U-mL. Esses valores correspondem a uma atividade
especifica de 4,38 U-mg™! de proteina. A analise de uma suspensio dessa enzima comercial por
Remonatto et al. (2018) pelo método de Bradford mostrou a presenca de 41 mg-mL"' de

proteina.

5.1. Caracterizacio da enzima livre

5.1.1. Estimativa da massa molar por SDS-PAGE

A lipase Eversa® Transform 2.0 ¢é constituida por uma banda tnica de proteina, ¢ a
suspensdo na qual esta contida possui também algumas proteinas adicionais, principalmente de
menor massa molar e em menor concentracdo (Figura 9). A massa molecular da lipase foi de
aproximadamente 31,21 kDa, confirmando os resultados de Remonatto et al. (2018) e¢ Fraga
(2019). Segundo este ultimo, a massa molar da lipase presente na suspensao Eversa Transform
¢ de 31,578 kDa, o que foi verificado por Matrix Assisted Lazer Desorption lonization- Time of

flight (MALDI-TOF/MS).

250 kDa
150 kDa 10pg 2018 40 pg 50 pg

100 kDa

75kDa

50kDa

=

25kDa
| m— = .

20 kDa

—

Figura 9. Padrao de proteinas obtido por SDS-PAGE (12%) da suspensdo enzimatica Eversa® Transform 2.0.
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5.1.2. Determinacgdo do ponto isoelétrico da enzima

A presenca de grupos com carater acido-base na superficie do material foi avaliada por

titulagao potenciométrica. Foi realizada uma titulagao usando um acido forte (HCI) e uma base

forte (NaOH), nas concentragdes de 0,01 mol L! e os resultados sio mostrados na Figura 10.

Na titulagdo com 4cido forte, foi observado um salto potenciométrico, assim como para

a titulacao com base forte. Os valores estimados de pKa foram de aproximadamente 9,2 (pKal)

e 4,3 (pKa2).
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Figura 10. Titulagdo potenciométrica da lipase Eversa® Transform 2.0 diluida em agua. Titulantes: (ll) HCI

0,01 mol.L"! ¢ (@) NaOH 0,01 mol.L"".

O ponto isoelétrico da lipase presente na suspensdo Eversa® Transform 2.0 foi de 6,8,

ou seja, proximo da faixa do pH utilizado na producao de biodiesel.

O ponto isoelétrico ¢ uma medida essencial no estudo de enzimas e relaciona-se com a

estabilidade das moléculas proteicas. No ponto isoelétrico a enzima € considerada instavel, pois

0 somatodrio das suas cargas ¢ zero, ou seja, sdo minimas as forcas de repulsdo entre suas

moléculas e as de interacdo com o solvente no qual esta inserida. Este estado da enzima leva a

formacdo de aglomerados € uma possivel precipitagao (DOS SANTOS et al., 2018).

A produgao de biodiesel por meio da reagdo de transesterificagdo ocorre préximo ao pH
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neutro, natural dos o6leos utilizados e do produto da reagdo, o biodiesel (MIYASHIRO et al.,
2013).

5.1.3. Mensuragdo do potencial zeta e do diametro hidrodindmico da enzima na suspensdo

O potencial zeta ¢ uma medida da magnitude da repulsdo ou da atragdo eletrostatica das
cargas superficiais entre particulas, ou seja, € o potencial na dupla camada elétrica, formada no
campo de interagao so6lido-liquido de um material em solugao aquosa, sendo um dos parametros
fundamentais que, sabidamente, afetam a estabilidade de proteinas. E influenciada diretamente
pelo pH e pela forga idnica do meio aquoso (CHEN ef al., 2014). Sua medi¢ao oferece uma
visdo detalhada sobre as causas da dispersdo, agregacao ou floculagdo das enzimas, podendo
ser aplicada para melhorar a formulagao desses materiais.

O grafico pH em fun¢do do volume de titulante obtido a partir da determinagao do ponto
isoelétrico (Figura 10, item 5.1.2) foi analisado e a partir dele foram selecionadas 7 faixas de
pH de interesse. As solugdes preparadas com a suspensdo da enzima diluida em dgua destilada,
nos valores de pH 2,0; 4,0; 5,4; 7,0; 8,0; 9,0 e 10,0, foram avaliadas quanto a carga superficial
das particulas (Figura 11) e quanto a medida do diametro hidrodindmico das particulas na

suspensao (Figura 12).

20
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Potencial Zeta (mV)
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Figura 11. Potencial zeta da enzima livre (mV) em solugdes com diferentes valores de pH.
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Figura 12. Valores dos didmetros hidrodindmicos das particulas nas suspensoes contendo a enzima livre (nm) em

solucdes com diferentes valores de pH.

Quanto maior o valor absoluto do potencial zeta (negativo ou positivo), mais provavel
que a suspensao seja estavel, pois, a energia de repulsdo entre as particulas ¢ maior, superando
a for¢a de agregagdo natural entre as mesmas (SILVA ef al., 2011). Quando a diferenca de
tensdo elétrica, ou seja, o potencial zeta, entre a superficie de uma suspensdo em um meio
aquoso for 0 mV, ¢ definido como ponto isoelétrico, com elevada propensdo a coagulagao e,
ou, floculacao. Portanto, quanto maior o potencial zeta mais provavel que a suspensdo seja
estavel, pois as particulas carregadas se repelem umas as outras e essa for¢a supera a tendéncia
natural a agregacao. Segundo a literatura, o grau de estabilidade e instabilidade entre suspensdes
¢ observada entre -30 mV e +30 mV (POLLASTRI et al., 2014). Um valor negativo do potencial
zeta ¢ normalmente observado quando o pH da suspensdo de um so6lido finamente dividido e
uniformemente distribuido em meio aquoso € superior ao ponto isoelétrico da enzima, enquanto
o potencial zeta em funcao do pH sera normalmente positivo para valores de pH abaixo desse
valor (FERNANDES et al., 2014).

Dentre os valores de pH estudados, aqueles que resultaram em menor agregagao (menor
diametro hidrodindmico) das enzimas foram os da suspensao da lipase Eversa® Transform 2.0
diluida em valores de pH extremos, o que ocorre devido ao fato de nestas suspensdes a enzima

possuir um potencial zeta com valor absoluto alto (Figura 10), ou seja, cargas superficiais
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maiores e maior repulsdo. Na solu¢do de pH 5,4, pH da formulagdo enziméatica comercializada,
o potencial foi de -3,32 mV. Potenciais positivos foram obtidos nas solu¢des com pH inferior a
este, enquanto potenciais negativos nas solu¢cdes com pH superior. Por meio destes resultados,
calculou-se que o ponto isoelétrico da suspensdo de enzima estaria em torno do pH 5,2 (y = -
4,5609X + 23,618) (Figura 11) e o didmetro hidrodindmico de 1147,12 nm (y = -
35,921X?+400,38X+36,449) (Figura 12), confirmando o estado de maior agregagio neste valor
de pH.

O resultado do ponto isoelétrico obtido por determinagdo do zeta pontecial (5,2, Figura
11) foi proximo ao valor alcangado por titulagcdo potenciométrica (6,8, Figura 10), embora que
o potencial zeta seja uma medida do potencial elétrico de cargas elétricas superficiais em relagdo
auma superficie de referéncia e a titulacdo potenciometrica seja baseada na medida do potencial

elétrico de amostras liquidas, na auséncia de corrente significativa (SKOOG et al., 2006).

5.2. Imobilizacio enzimatica

A imobilizacdo da enzima nas esferas de alginato de célcio a 1,2 % (m/v) causou a perda
de 86 % da atividade especifica da enzima livre, uma vez que a atividade especifica da enzima
imobilizada foi de apenas 0,61 U.mg.

O processo de imobilizacdo procedeu-se fazendo uso de parametros otimizados de
acordo com o trabalho de Marques (2011). Entretanto, na propor¢ao 40/60 de alginato e solugdo
enzimatica ndo ocorreu formacao das esferas sélidas. Devido a isto, a razdo alginato/enzima
foi aumentada para 60/40, com a qual pdde-se observar a formagéo das esferas, com rendimento
de imobilizacao de 14,61 % e eficiéncia de imobilizacao de 80 %.

No trabalho de Marques (2011), a lipase de Burkholderia cepacia foi imobilizada com
rendimentos de 168,07 %. O rendimento de imobiliza¢do relaciona as atividades especificas da
enzima imobilizada e da enzima livre. Ele ¢ afetado por fatores como concentracao de alginato,
pH, temperatura, didmetro da esfera, concentracdo de CaCl, e quantidade de enzima adicionada
(MARQUES, 2011). As concentragdes de alginato e de cloreto de calcio interferiram na
formacdo das esferas de alginato, especialmente em relacdo ao tamanho dos poros gerados
(SANTOS, 2012). A temperatura do preparo afetou a operacao de gelificacao e a qualidade do
gel formado (BON, 2008). Além disso, € possivel que componentes presentes na suspensao

enzimatica tenham também interferido na formagdo das esferas e no rendimento de
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imobilizacdo. Como essa composi¢do utilizada no presente trabalho ndo foi publicamente
divulgada, nao foi possivel avaliar a interferéncia desses componentes.

O aumento na concentragao final de alginato para proporcionar a formagao das esferas
(de 0,8 para 1,2 %) possibilitou a formacao estrutural das esferas. O rendimento de imobiliza¢ao
obtido para a enzima (14,61 %) por meio do processo de imobilizacdo testado foi baixo em
comparag¢do com a eficiéncia de imobilizagdo (80 %). A eficiéncia de imobilizagdo relaciona a
quantidade de proteina aprisionada no suporte apos o processo de imobilizagao (Equagdo 2).
Isso significa que o processo de aprisionamento utilizado foi eficiente na retengdo das enzimas
em solucdo, porém, as enzimas imobilizadas ndo mantiveram a atividade apos o processo. Isso
pode ser observado por Teixeira (2011), que estudou a imobilizagdo de lipase comercial de P.
fluorescences (lipase AK) por aprisionamento em gel de alginato 2 %, e obteve rendimento de
imobilizacao menor que 10 %. Por outro lado, a imobilizagdo por interacao direta da enzima
com os suportes (adsorcao fisica e ligacdo covalente) foi realizada com rendimentos de até 50
%.

Won et al. (2005) observaram que o rendimento de imobilizacdo reduziu de 45 para 15
%, ap0s 0 aumento na concentragdo final de alginato nas esferas (de 1 para 2 %), em contraste
com o resultado da eficiéncia de imobilizagdo, que aumentou de 70 para 80 %. De acordo com
Calero et al. (2014), isso pode ser consequéncia de mudancgas conformacionais na enzima
geradas pelo processo de imobilizacdo, como por exemplo agregacdo das moléculas, onde o
sitio ativo pode ndo se expor aos substratos ou ainda, segundo Knezevic et al. (2012), de
limitacdes na difusdo do substrato pois a maior concentragdo de alginato leva a formacao de
esferas com poros de didmetros menores.

E possivel que o rendimento de imobilizagdo da lipase nas esferas de alginato de calcio
tenha sido baixo devido ao pH utilizado no processo de imobiliza¢do (pH 3,68), o qual
constituiria um ambiente em que a enzima esta instavel, pois ¢ proximo ao pH do ponto
isolétrico da enzima (6,8, por titulagdo — Figura 10, e 5,2, por zeta potencial — Figura 11). Neste
caso, as enzimas presentes na solu¢ao podem ter agregado, portanto, os sitios ativos podem ter
sido impedidos de atuarem.

Remonatto et al. (2018) imobilizaram a lipase Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0 em quatro suportes hidrofobicos (Sepabeads-C18, Lewatit 1600, Purolite-C18,
Purolite Divinyl) por adsor¢do. Neste caso, os rendimentos alcangados foram superiores a 95

%, e a morfologia do suporte foi importante para a seletividade, mais do que para a atividade
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da enzima. Segundo Chaubey et al. (2006), o suporte pode promover formas abertas
ligeiramente diferentes da lipase adsorvida e, portanto, fornecer diferentes propriedades
cataliticas em meio anidro.

Arana-Pena (2018) avaliou a imobilizacdo da Eversa® Transform 2.0 em esferas de
agarose de octil e amina e comparou com a lipase mais utilizada na biocatalise, a isoforma B da
Candida antarctica (CALB), imobilizada em esferas de octil-agarose. Para a primeira, este tipo
de imobilizagdo ndo ocasionou efeito significativo na atividade enzimatica, mas levou a
melhoria na estabilidade da enzima, quando comparada a imobilizacao em suporte aminado.

No presente trabalho, a Eversa® Transform 2.0 foi imobilizada em esferas de alginato
de calcio, caracterizado como suporte extremamente hidrofilico. O suporte e o processo de
imobilizacao por aprisionamento realizado em pH 3,68 podem ter fornecido a enzima uma
mudanga conformacional para o estado agregado e proporcionaram propriedades catalitcas
inferiores a da enzima em seu estado livre, desde ja observadas a partir do baixo rendimento de

imobilizagdo (14,61 %).

5.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As esferas de alginato apresentaram diametro aproximado de 2 mm, formato esférico,
superficie lisa. Os suportes que ndo continham a enzima possuiam coloragdo transparente
(Figura 13 a), enquanto aqueles contendo a enzima possuiam coloragdo branca fosca (Figura 13
b). Essa coloragdo ¢ provavelmente decorrente de componentes da suspensdo utilizada que
possuia coloragcdo marrrom escuro.

As esferas de alginato de célcio formadas sem a enzima possuiam uma superficie externa
lisa e sem rachaduras (Figura 14 a), e superficie interna rugosa (Figura 14 b). Fundueanu ef al.
(1999) e Teixeira (2011) encontraram linhas paralelas, como fendas, nas superficies de esferas
de alginato puras, as quais eles atribuiram a presenca de rachaduras. Won e colaboradores
(2005) concluiram que a morfologia da superficie de esferas desse tipo de material variava de

acordo com a concentracao de alginato utilizada.
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Figura 14. Imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura: Figura a) superficies externa sem enzima;
Figura b) superficie interna sem enzima; Figura c) superficie externa com enzima antes do uso Figura d) superficie
interna com enzima antes do uso Figura e) superficie externa com enzima apos o 3° uso Figura f) superficie interna

sem enzima apds o 3° uso.
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A enzima foi nitidamente aprisionada tanto na parte externa como na parte interna das
esferas (Figura 14 c-f). As superficies externas das esferas possuiam aglomerados de particulas
com dimensdes na faixa de 19.000 a 100.000 nm (nao ilustrada). A auséncia desses aglomerados
nas superficias das esferas formadas sem a enzima sugere que tais aglomerados podem ser
formados pela propria enzima, juntamente com outras particulas possivelmente presentes na
suspensao, e poderiam ter sido formados durante o processo de imobilizacao.

Teixeira (2011) também observou aglomerados superficiais nos suportes de enzimas
imobilizadas por ligacdao covalente com a lipase AK.

As superficies internas das esferas contendo as enzimas imobilizadas se apresentaram
mais enrugadas, e ndo foram observadas diferengas visuais nas esferas antes e ap0Os as reagoes
de transesterificacdo. Isso demonstra que as esferas possuem uma boa resisténcia a agitacao e

que apos o uso ndo ocorre deformagdes ou quebras estruturais.

5.4. Reacio de transesterificacao da triacetina

Em geral, a lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada obteve menores rendimentos em
acetato de etila pela conversdo da triacetina, que sua forma livre. A enzima livre foi capaz de
converter até¢ 39,2%, enquanto a imobilizada apenas 5,84 %, ambas utilizando teor de 2,5 %
(v/v) de enzima e teor de dgua de 5 % (v/v) (Tabela 5). Entretanto, foi necessario tempo superior
de reagdo para que a enzima imobilizada fosse atingisse o rendimento maximo.

O valor do coeficiente de regressao linear (R2) para a enzima livre, que representa a
porcentagem de variagdo na resposta que foi explicada pelo modelo do planejamento DCCR,
onde o valor foi de 93,4 %, indicando um bom ajuste do modelo, fazendo uso do MS Pure Error
de 0,6433. Para a enzima imobilizada, o valor do coeficiente de regressao linear (R2), foi de
97,4 % indicando um bom ajuste do modelo, fazendo uso do MS Pure Error de 0,0968.

Os coeficientes significativos puderam ser avaliados tanto pela ANOVA quanto pelo
grafico de Pareto. O efeito que as varidveis utilizadas no planejamento estatistico, e suas
interacdes, t€ém com a variavel resposta estd mostrado no grafico de Pareto para a enzima livre

(Figura 15) e para a enzima imobilizada (Figura 16).
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Tabela 5. Porcentagens de rendimento em acetato de etila utilizando a enzima livre e imobilizada.

Porcentagem de rendimento em

Variaveis
Amostras acetato de etila
T (h) E (%) A (%) EL El
1 8 1 2 6,9 1,07
2 20 1 2 15,2 2,4
3 8 25 2 28,0 2,14
4 20 25 2 31,5 3,98
5 8 1 5 18,7 1,4
6 20 1 5 21,4 3,15
7 8 25 5 39,2 2,57
8 20 25 5 29,5 5,84
9 3,9 1,75 3,5 12,1 0,96
10 24,1 1,75 3,5 27,9 4,85
11 14 0,49 3,5 8,1 1,43
12 14 3,01 3,5 35,4 5,19
13 14 1,75 1 16,1 2,56
14 14 1,75 6,02 29,2 3,96
15 14 1,75 3,5 24,8 3,37
16 14 1,75 3,5 24,5 3,39
17 14 1,75 3,5 24,5 3,45
18 14 1,75 3,5 23,0 3,21
19 14 1,75 3,5 25,2 3,45

T =tempo de reagdo; E = teor de enzima (v/v); A = teor de agua (v/v); EL = enzima livre; EI = enzima imobilizada.
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Figura 15. Gréfico de Pareto para a resposta “rendimento em acetato de etila” pela enzima livre, em que se pode
visualizar os valores significativos das interagdes das variaveis em estudo.

Legenda: Linear (L), interac@o entre variaveis diferentes (LbyL) e interacdo quadratica (Q).
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Figura 16. Grafico de Pareto para a resposta “rendimento em acetato de etila” para a enzima imobilizada, onde
g
pode-se visualizar os valores significativos das interagdes das variaveis em estudo.

Legenda: Linear (L), interacdo entre variaveis diferentes (LbyL) e interagdo quadratica (Q).
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Todas as variaveis estudadas para a enzima livre e imobilizada apresentaram efeito linear
significativo (p>0,05) para o rendimento em acetato de etila. Para o efeito quadratico, apenas o
teor de enzima e agua para a enzima livre nao foram significativos. Todas as interagdes entre
as trés variaveis estudadas para ambas as formas da enzima foram significativas.

A variavel tempo foi a mais significativa para a enzima imobilizada, ao contrario da
enzima livre, para a qual a varidvel tempo foi a menos significativa. As varidveis principais
foram mais significativas que as suas interacdes e apresentaram valores positivos tanto para a
enzima livre e imobilizada. Logo, considerando a faixa de valores estudada, as variaveis
concentracdo de enzima, teor de agua e tempo de reagdo, quando aumentadas, exercem
influéncia positiva na variavel dependente estudada, ou seja, no rendimento em acetato de etila.
Isso significa que o aumento dos teores de enzima e agua e do tempo de reagdo levam a um
maior percentual de rendimento em acetato de etila, considerando a faixa de valores estudada.
Da mesma forma, isso ocorreu para a interagdo entre duas varidveis distintas. Ao contrario,
todas as interacdes, com valores menores de significancia, para a enzima livre e as interagdes
quadréaticas para a enzima imobilizada apresentaram comportamento inverso.

Os parametros como o teor de enzima, 4gua e tempo de reagdo aplicados no sistema
onde a lipase estd presente possuem um desempenho importante (BABAKI et al., 2016;
NIELSEN et al., 2016; BABAKI et al., 2016). O aumento na concentragdao da enzima eleva a
taxa de reacdo (PEDERSEN er al., 2014). Porém, a enzima poderia ndo ser totalmente
aproveitada na reagdo, devido ao méximo da ativacao interfacial ser atingido pela quantidade
de 4dgua presente. Portanto, a adi¢do de dgua poderia suprir essa limitagdo (PEDERSEN et al.
2014).

O teor de enzima usada para a producdo de biodiesel ¢ um pardmetro essencial para
aplicagdes industriais bem-sucedidas (JIANG et al., 2014). O suprimennto do teor de agua pode
acarretar o aumento da coversao por parte da lipase (FIRDAUS ef al., 2016). Porém, a adi¢ao
de agua aos sistemas deve ser realizada de forma controlada, pois pode causar a desativacdo da
enzima por propiciar a sua aglomeracdo, limitando a difusdo e hidrolise do substrato.
Adicionamente, a reacdo de hidrdlise ¢ predominante a reagdo de transesterificagcdo quando
ocorre a adi¢do de 4gua em excesso (FIRDAUS et al., 2016).

O tempo de reagao para a catdlise enzimatica ¢ consideravelmente superior quando
comparado a catalise quimica, efetuando processos reacionais entre 24 a 72 h para a producao

de biodiesel (ZHAO et al., 2017; NIELSEN, et al., 2016). As condigdes existentes na
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imobilizagdo de enzimas podem ser responsaveis pela queda da atividade de catélise e elevar o
tempo de reacao (MOREAU et al., 2008).

Maiores teores de enzima (Figura 17) e agua (Figura 18), em menores tempos de reagao
favorecem o rendimento em acetato de etila (> 40 %) em menores tempos de reacdo. Foram
observados menores valores de rendimento em acetato de etila, acima de 35 % para teores de
agua e enzima para a varidvel tempo fixada de 14 h (Figura 19). Os valores de rendimento em
em acetato de etila observados no presente trabalho foram considerados baixos em comparagado
com estudos da literatura. No estudo da transesterificagdo de diferentes fontes de 6leo (soja,
colza e mamona) fazendo uso de enzimas liquidas como Eversa® Transform (FIRDAUS et al.,
2016; ANDRADE et al., 2017) e Callera™ Trans L (NORDBLAD et al., 2014) foram
observados rendimentos maiores que 90 %. Os valores de rendimento em acetato de etila estdo
muito semelhantes tanto para os valores de teor de dgua (%) mais elevados como para valores
inferiores avaliados no DCCR, indicando que na interagcdo teor de 4gua em funcdo do teor de
enzima, possivelmente o teor de d4gua ndo ¢ tdo relevante no rendimento em acetato de etila, nas

condi¢des analisadas (Figura 19).
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Figura 17. Porcentagem de rendimento em acetato de etila pela enzima livre, de acordo com a varia¢do do teor de

enzima e tempo de reagao.
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Figura 18. Porcentagem de rendimento em acetato de etila pela enzima livre, de acordo com a varia¢do do teor de
agua e tempo de reacio.
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Figura 19. Porcentagem de rendimento em acetato de etila pela enzima livre, de acordo com a variag@o do teor de
agua e de enzima.
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Para a enzima imobilizada, as interagdes de “Teor de enzima em funcdo do tempo de
reacdo”, “Teor de 4gua em fun¢do do tempo de reacdo” e “Teor de agua em funcdo do teor e
enzima” estdo representados pelos graficos das Figuras 20, 21 e 22, respectivamente. E pode-
se notar que para os 3 graficos, fixando a varidvel independente, o valor de rendimento em
acetato de etila foi maior quando aumentou-se o valor das varidveis ndo fixadas do eixo X e Y
e os melhores rendimentos foram observados de 6 a 8 %. Os valores de rendimento para a
enzima imobilizada observados sdo muito inferiores aos que podem ser encontrados na
literatura. Rendimentos acima de 60 % foram alcancados fazendo uso de lipases imobilizadas
por aprisionamento na transesterificacdo de diferentes fontes de oleo (soja e usado)
(BALASUBRAMANIAM et al., 2012; FERREIRA et al., 2017). Remonatto et al., (2018)
observaram um notavel rendimento, 99%, com o uso da Eversa® Transform 2.0 imobilizada
em Sepabeads-C18 na transesterificacdo de 6leo de girassol.

Balasubramaniam et al., (2012) obteveram 74,12% de rendimento com o uso de lipase
imobilizada, RO 262, ¢ a lipase comercial em esferas de alginato de calcio na transesterificagdo

de 6leo usado com etanol.
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Figura 20. Porcentagem de rendimento em acetato de etila pela enzima imobilizada, de acordo com a variagdo do

teor de enzima e agua.
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Figura 21. Porcentagem de rendimento em acetato de etila pela enzima imobilizada, de acordo com a variagdo do

teor de agua e tempo de reacdo.
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Figura 22. Porcentagem de rendimento em acetato de etila pela enzima imobilizada, de acordo com a variagdo do

teor de enzima e de agua.
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O maior rendimento em acetato de etila pela enzima livre foi de 39,20 %, obtido a partir
da condicdo de 2,5 % (v/v) de enzima, 5 % (v/v) de dgua e 8 h de reagdo. Andrade et al. (2017)
obtiveram um rendimento de 36-44 % utilizando 5 % (m/m) de lipase (Eversa® Transform),
sem adicao de agua, na transesterificacdo do 6leo de mamona, durante 8 h. Estes autores
observaram que aumentando para 10 % (m/m) o teor de lipase, o rendimento foi elevado para
86-94 %. Nordblad et al. (2014), estudando a reagao de transesterificagao do 6leo de colza com
enzimas liquidas, alcangaram elevadas conversdes (95 %) com baixos teores de agua (3 %
(m/m)) elevando o teor de enzima de 0,2 para 0,5 % (m/m). No presente trabalho, na presenga
de 3,5 % (v/v) de 4gua, o aumento progressivo da teor de enzima de 0,49 para 1,75 % (v/v) e,
posteriormente, para 3,01 % levou a rendimentos progressivamente maiores de 8,1; 24 e 35,4
%, respectivamente.

Andrade ef al. (2017) observaram que o uso de 5 % (m/m) de lipase e o aumento de 5 %
(m/m) de a4gua proporciona rendimentos elevados bem semelhantes aos ja discutidos
anteriormente. Este comportamento observado para o aumento de rendimento elevando o teor
de agua foi obtido no presente trabalho quando foi feito uso do teor de 1,75% de enzima e de
agua de 1%, onde um rendimento de 16,1% foi notado, j& com a adi¢do do teor de 4gua em
6,02%, o rendimento foi de 29,2%.

De Oliveira et al. (2004) avaliaram a produgdo de biodiesel a partir do 6leo de mamona
fazendo uso das lipases Lipozyme IM (Novozymes) € Novozym 435 (Novozymes), durante 8
ha35°C. OusodeS5 % (m/m) de enzima sem acréscimo de 4gua proporcionou rendimentos de
42,5 e 47,5 %, para cada enzima, respectivamente. O aumento do teor de enzima para 20 % e
de 4gua para 10 % (m/m) elevou o rendimento para 70,4 e 67 %, respectivamente. No presente
trabalho foi possivel observar um aumento do rendimento do acetato de etila de 16,1 para 35,4
% quando o teor de enzima e de agua foram aumentados, simultanamente, de 1,75 para 3,01 %
e 1,0 para 3,5 %, respectivamente.

O aumento do rendimento do produto final pelas lipases na presenca de dgua se deu
devido a ativagado interfacial dessas enzimas (FIRDAUS et al., 2016). Ainda que as lipases
liquidas ja possuissem agua na formulag@o, um valor extra propiciou uma interagao dgua-lipidio
que favoreceu a ativacdo interfacial das lipases (MOGENSEN et al., 2005). O meio reacional
com um maior teor de enzima e agua, portanto, pode ter proporcionado uma maior area de

contato interfacial entre ambos.
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A agua possui grande influéncia no rendimento do produto final de reagdo. Além da ja
citada ativacdo interfacial da lipase pela dgua, a presenca desse componente no meio também ¢é
essencial para a formacgao de fatty acid methyl ester (FAME) ou fatty acid ethyl ester (FAEE)
(MOGENSEN et al., 2005). O aumento da atividade da lipase foi fortemente influenciado por
substratos insoluveis, ou seja, que criem um ambiente emulsionado, para a atividade da enzima
na interface dgua-lipideo (SHARMA et al., 2001).

A conversao de oleo vegetal em biodiesel foi avaliada usando lipase liquida de
Thermomyces lanuginosus, Eversa® Transform. Rendimentos de 92-97 % foram alcancgados a
partir da adi¢do de 2 a 3 % (v/v) de agua, 1 % (v/v) de enzima, ap6s 24 h de reagdo a 35 °C
(FIRDAUS et al., 2016). No presente trabalho, apenas 15,2 % foi alcangado fazendo uso de 2
% (v/v) de dguae 1 % (v/v) de enzima em 20 h de reacdo. Da mesma forma, para uso de 3,5 %
de dgua e 1,75 % de enzima em 24 h de reagdo, foram alcangados 27,9 % de rendimento.

Para a enzima livre, as variaveis teor de enzima e teor de agua foram mais significativas
que a variavel tempo para o rendimento em acetato de etila. Pedersen et al. (2014) observaram
que um aumento no teor da enzima lipase CalleraTM Trans L — (Novozymes) proporcionou um
aumento na taxa de reacdo. O rendimento de 97,8 % foi obtido em 24 h com 1 % (m/m) de
enzima, enquanto que com 2 % e 12 h de reacdo o mesmo rendimento ja tinha sido alcangado.
Entretanto, com 0,5 % e 24 h nao foi atingido o equilibrio. No presente trabalho, o rendimento
de 21,4 % foi obtido nas condi¢des de 20 h com 1 % (v/v) de enzima, com o aumento para 2,5%
de enzima e 8 h, o rendimento aumentou para 39,2%.

Razack e Duraiarasan (2016) observaram no DCCR realizado que o melhor rendimento
foi de 93,6 %, alcancado com 2g de lipases imobilizadas, com 60 h de reacdo de
interesterificagdo do 6leo de cozinha. Para o presente trabalho, foi possivel observar que os
maiores tempos do DCCR, 20, 14 e 24 h foram responsaveis pelos maiores rendimentos obtidos
5.8, 5,1 e 4,8 %, respectivamente, fazendo uso de 3,5 a 5,0 % (mg de proteina/mg de proteina)
de lipase imobilizada. Assim como Ferreira et al. (2017) que atingiu 63% de rendimento com
96 h a 32°C e 400 rpm e 20% (p/p) da lipase Amano AK da Pseudomonas fluorescens
imobilizada em esferas de alginato de fibroina (FA-LPf) na reagdo de transesterificacdo do dleo
de soja para producao de biodiesel (ésteres etilicos de acidos gordos, FAEE). O tempo de reagao
¢ um parametro essencial para a viabilidade econdmica e para o consumo de energia

(MUPPANENI et al., 2013).
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Como existem problemas de difusdo do substrato para o método de imobilizagdo por
aprisionamento fisico (FERREIRA et al., 2017), a razdo para a variavel tempo ser mais
significativa estd coerente, devido a necessidade de mais tempo para ocorrer a entrada do
substrato nos poros do suporte de imobilizacdo, onde estdo aprisionadas as enzimas, a reacao
ocorrer e o produto sair. Estes problemas difusionais foram relatos por Balasubramaniam et al.
(2012) quando estudaram a imobilizagdo da lipase RO 262 ¢ a lipase comercial em esferas de
alginato de calcio para uso na reacdo de transesterificagdo de 6leo usado com etanol. Para a
enzima livre, foi obtido rendimento de 89% e, para a enzima imobilizada, 74,12%. Foi notado
que a enzima imobilizada possui menor capacidade catalitica que a enzima purificada, devido
ao o6leo ser incapaz de alcancar o sitio ativo da enzima de forma eficaz em comparagdo a sua
forma livre.

A morfologia e os grupos funcionais do suporte onde a lipase ¢ imobilizada podem
influenciar na reagdo de transesterificacao, devido a atividade da enzima e, especialmente, pela
sua seletividade. No caso deste trabalho, os suportes de alginato de célcio sdo hidrofilicos,
diferentes no caso dos suportes do estudo de Remonatto et al. (2018) que sao hidrofobicos e
obtevem 99 % de rendimento (FAEE) ao trabalhar com a Eversa® Transform 2.0 imobilizada
em Sepabeads-C18. Além do que, a capacidade de a lipase alcangar rendimentos de quase 100
% de FAEE deve-se a seletividade da lipase imobilizada, com potencial de reconhecer as trés
posi¢des do oleo, onde normalmente as lipases possuem seletividade de 1,3 ndo proporcionando
rendimentos tdo elevados. A auséncia de 4gua também pode explicar esses rendimentos, pois a
reacdo de hidrdlise reversivel ¢ evitada, porém como a enzima requer o uso de dgua para ser
ativada, deve-se ficar atento a este paradmetro.

O excesso de agua propicia a queda no rendimento de FAME, contribuindo com a reag@o
de hidrolise, aumentando a producgdo de acidos graxos livres (AGL) (ANDRADE et al., 2017,
FIRDAUS et al., 2016). De acordo com Pedersen et al. (2014), a formacao de fatty acid methyl
ester (FAME) ou de fatty acid ethyl ester (FAEE) favorece a formagao de glicerina e ambos
favorecem o rendimento global do biodiesel. Porém, segundo Vyas et al., (2009), a formagao
do subproduto glicerol, inibiu a reagao.

O processo de agregacdo observado para a suspensdo da enzima, aqui neste trabalho,
ocorreu quando a suspensao se encontrava proximo ao seu ponto isoelétrico, ou seja, o ponto
onde a carga liquida total estaria préximo a zero. Neste ponto, as forcas de repulsdo entre as

moléculas de proteina e as forcas de interacdo com o solvente sdo minimas, formando
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aglomerados com tendéncia a precipitagdo (DOS SANTOS et al., 2018).

O processo de agregagao foi observado para a lipase Eversa® Transform 2.0 na analise
de Potencial Zeta (item 5.1.3.) para a sua forma livre e confirmado por meio das imagens da
analise de Microscopia Eletronica de Varredura (item 5.2.1.). Possivelmente, esses estados de
agregacao explicam os resultados do DCCR, que sugeriram o aumento do teor de enzimas para
melhores resultados de rendimento na reacdo de transesterificacdo. Além de ser possivel
observar nas imagens feitas no MEV que a enzima imobilizada apresentou estados de agregacao
muito maiores (22.000 a 40.000 nm) que nos resultados do Potencial Zeta (539 nm a 1261 nm)
para a enzima livre. Como observado, apds o processo de imobilizacdo, a enzima demonstrou
um estado de agregacdo maior que da sua forma livre, portanto, o processo de agregagdo pode,
juntamente, com os problemas difusionais ter influenciado negativamente no processo, ou seja,
nos rendimentos do produto final.

A producdo de biodiesel pode sofrer reducdo devido a quantidade de lipase adicionada.
Isso também foi relatado por Li e Yan (2010) que estudaram a transesterificagdo do o6leo de
Sapium sabiferum. Em altas quantidades de lipase, o sitio ativo pode ndo se expor aos substratos

e as moléculas da enzima sofrerem agregacao (CALERO et al., 2014).

5.5. Reuso da enzima imobilizada

O reuso ¢ de grande importincia para os catalisadores heterogéneos na aplicagdo
industrial (YAN et al., 2014). Porém, o reuso de enzimas imobilizadas ainda ¢ um desafio para
aplica¢do industrial, principalmente em relacdo a manuten¢do da atividade das enzimas
imobilizadas devido a dessorcdo e a inibi¢ao ao substrato (BAJAJ et al., 2010).

Os resultados deste trabalho para manutencdo da atividade foram inferiores ao
encontrado na literatura considerando varios ciclos de reuso. Razack e Duraiarasan (2016)
estudaram a reutilizagdo de lipase imobilizada de culturas mistas em esferas de alginato de
calcio 2 % e, apos 20 ciclos, ela manteve a atividade. Remonatto ef al. (2018) observaram que
apos 3 ciclos de reuso, a atividade da enzima Sepabeads-Eversa® Transform 2.0 caiu apenas

25 % na produgao de ésteres etiilicos na transesterificagao do 6leo de girassol.
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Tabela 6. Valores de rendimento em acetato de etila e de atividade recuperada para os 3 ciclos de reuso utilizando
a enzima imobilizada.

Rendimento
Atividade recuperada
Ciclo em acetato de

etila (%) (%)
0 5,84 100,0
1 4,90 83,9
2 2,28 39,0
3 1,39 23,8

Segundo Razack e Duraiarasan (2016), o biocatalisador sofre inativagao na presenca do
metanol apos o quarto ou quinto ciclo de reuso da lipase, sendo caracterizada como uma das
principais limitagdes na producao do biodiesel por catalise enzimatica. No presente trabalho, a
reacdo de transesterificacdo foi realizada na presenca de etanol, sendo possivel a inativacao de

grande parte da enzima imobilizada pelo mesmo.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, a lipase Eversa® Transform 2.0 foi caracterizada e imobilizada em
esferas de alginato de célcio 1,2 %, e, posteriormente, utilizada na avaliagdo do rendimento em
acetato de etila por meio da conversdo da triacetina em reagdes de transesterificacdo. A enzima
apresentou massa molar aproximada de 30 kDa, ponto isoelétrico de 6,8, segundo resultado da
titulagdo potenciométrica, e foi possivel observar que a estabilidade da enzima foi menos
afetada em valores de pH extremos, tanto acido como basico. Mesmo diluida 1000 X, a enzima
sofreu um processo de aglomeragao.

Em sua forma livre, a enzima foi capaz de converter até¢ 39,26 % da triacetina durante
reacgoes de transesterificacao. Este valor foi obtido quando a concentra¢ao de enzima era de 2,5
% (v/v) e a concentragdo de dgua 5 % (v/v), apos 8 h de reacdo, sendo todas essas variaveis
consideradas significativas para a eficiéncia no rendimento da reacdo quando realizada pela
enzima livre, sendo na seguinte ordem de significancia: teor de enzima, teor de dgua e tempo.
A aglomeracdo da enzima, neste caso, pode ter influenciado nos resultados da reacdo, devido
ao numero de sitios ativos presentes ndo estarem disponiveis. Os rendimentos alcancados na
reacdo de transesterificagdo comprovam o potencial catalitico da lipase Eversa Transform 2.0,
entretanto, as condigdes reacionais avaliadas neste estudo devem ser otimizadas.

A imobilizagdo da enzima nas esferas de alginato de célcio a 1,2 % foi realizada,
resultando em um rendimento de imobilizagao de 14,61 % e eficiéncia de imobilizagao de 80
%. A andlise das esferas por Microscopia Eletronica de Varredura evidenciou que as enzimas
foram aprisionadas na forma aglomerada, logo ¢ possivel que tenha interferido na andlise das
variaveis em estudo.

A enzima imobilizada foi capaz de converter a triacetina em acetato de etila até 5,84 %,
quando utilizado o teor de enzima de 2,5 % (v/v) e teor de agua 5 % (v/v), apos 20 h de reagao.
De acordo com a analise estatistica, as 3 variaveis principais testadas foram significativas, sendo
na seguinte ordem o nivel de significancia: tempo, enzima e agua. Provavelmente, a menor
difusdo do substrato nas esferas de alginato de calcio levou a necessidade de um maior tempo
para a reagao.

A partir dos ciclos de reuso da enzima imobilizada, foi possivel observar que a
manuten¢do da atividade foi de 83,9 % ap6s o 1° ciclo de reuso e muito baixa apos o 2° e 3°

ciclos, onde a atividade recuperada foi de 39,0 e 23,8 %, respectivamente.
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Os rendimentos alcancados na reagdo de transesterificacdo com a lipase Eversa®
Transform 2.0 imobilizada para este estudo demonstram que algumas condi¢des reacionais
devem ser otimizadas para emprego eficiente da enzima com reuso no processo de produgao de

biodiesel.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar um estudo cinético da transesterificacdo da triacetina por meio da via enzimatica

utilizando a Eversa Transform 2.0, a fim de verificar qual modelo representa melhor a reagao.

Avaliar os aspectos cinéticos da lipase Eversa Transform 2.0 em sua forma livre e imobilizada.

Simular o processo de producgdo do acetato de etila por meio da transesterificacdo com a lipase
Eversa Transform 2.0 por meio de softwares comerciais com o intuito de determinar o balango
de massa e energia, dimensionar os equipamentos envolvidos e realizar uma avaliagdo

econdmica para averiguar a viabilidade do processo.

Otimizar, através de um planejamento experimental, o uso de solventes organicos e diferentes

valores de pH do meio reacional na reacdo de transesterificagdo enzimatica estudada.
Realizar um estudo da lipase Eversa Transform 2.0 com outras fontes de triglicerideos, como

6leo virgem e 6leo usado, para obtengdo do biodiesel e caracteriza-lo de acordo com

especificagdes da ANP.
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