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Resumo

Neste trabalho, duas preparacbes de lipase imobilizada (EC 3.1.1.3), tipo B (CALB) de
Candida antarctica, foram comparadas como biocatalisadores na sintese de ésteres metilicos.
CALB imobilizada comercialmente (Novozym 435 - CALB-435) e CALB imobilizada em
esferas de estireno-diviniloenzeno (CALB-MCI) foram testadas para as reacdes de
transesterificacdo. Um delineamento composto central rotacional (DDCR) e metodologia de
superficie de resposta (MSR) foram utilizados para otimizar a relacéo razdo molar alcool:éleo,
teor de enzimas, e a agua adicionada nas reacdes. As duas preparacdes de enzimas mostraram
diferentes condicdes 6timas para a producao de ésteres metilicos, com a taxa inicial da reacao
de 51,47 mmol L™ h? para CALB-435, e 57 mmol L™ h? para CALB-MCI. O estudo do
tempo de reacdo indicou que em 72 h foi possivel obter conversbes proximas a 100 % para
ambos os derivados. Um alto rendimento de conversdo foi obtido sob as condicGes
otimizadas, indicando que a RSM pode ser usada para descrever adequadamente a relacédo
entre os parametros de reacdo e da resposta (teor de ésteres metilicos). Sobre a estabilidade
operacional durante as experiéncias de reutilizacdo, ambos preparados enzimaticos
mantiveram 70 % de sua atividade inicial apds oito bateladas, sugerindo sua aplicabilidade na

producdo de biodiesel.

Palavras-chave: Lipase; ésteres metilicos; suportes hidrofobicos; transesterificacdo; MSR;

reuso de enzimas.



Abstract

In this work two preparations of immobilized lipase (EC 3.1.1.3), type B (CALB) from
Candida antarctica, were compared as biocatalysts in the synthesis of esters. Commercial
Novozym 435 (CALB-435) and CALB immobilized on styrene-divinylbenzene beads
(CALB-MCI) were tested for the transesterification reactions. Central composite design
rotational (DCCR) and response surface methodology (RSM) were used to optimize the
substrate molar ratio, enzyme content, and the added water. The two enzyme preparations
have shown different optimal conditions for the production of methyl esters, with initial rates
of reaction 51.47 mmol L™ h™ for CALB-435, and 57 mmol L™ h* for CALB-MCI. The
study of reaction time indicated that in 72 h it was possible to obtain conversions close to
100 % for both derivatives. A high yield conversion was obtained under the optimized
conditions, indicating that RSM can be used to adequately describe the relationship between
the reaction parameters and the response (yield conversion) in lipase-catalyzed biodiesel
synthesis. Over the operational stability during experiments of batch reuse, both prepared
enzymatic maintained 70 % of their initial activity after eight batches, suggesting their

potential for economical application on biodiesel production.

Key-words: Lipase; methyl esters; hydrophobic supports; transesterification; RSM; enzyme

reuse.
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INTRODUCAO

CAPITULO 1

Introducéo

As reacdes de esterificacdo e transesterificacdo tém grande importancia industrial, na
producdo de sabores e aromas e para a producdo de ésteres de biodiesel. O biodiesel ¢ uma
mistura de mono-alquil ésteres de acidos graxos, obtido pela transesterificagdo de dleos
vegetais com alcoois de cadeia curta (geralmente metanol), sendo esta reacdo catalisada por
diversos tipos de agentes. Além dos Gleos vegetais, também pode ser utilizadas outras fontes
de matéria-prima como gordura animal, residuos de Oleos das industrias de extracdo e
restaurantes, e 6leo de microalgas (ANTCZAK et al., 2009).

Em razdo da maior rapidez, simplicidade e eficiéncia, a catalise em meio alcalino
ainda prevalece como a rota tecnoldgica mais comumente utilizada para a producéo industrial
de biodiesel. No entanto, um de seus maiores inconvenientes esta relacionado a inevitavel
producdo de sabdes, tanto pela neutralizacdo dos acidos graxos livres quanto pela
saponificacdo dos triacilglicerideos. Reacdes secundarias como estas sdo indesejaveis, pois
além de consumirem parte do catalisador, dificultam o processo de separacdo do glicerol e a
purificacdo do biodiesel, diminuindo o rendimento da reacdo (AKOH et al., 2007; LEUNG et
al., 2010). Soma-se a isso a geracdao de grandes guantidades de efluentes aquosos alcalinos
quando se utiliza a “lavagem por via imida” para a remoc¢ao do catalisador dissolvido, além
da remogdo completa do alcool e de qualquer tipo de material inorganico utilizado na reagdo
(DABDOUB et al., 2009).
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A opcéo pelo uso de catalisadores enzimaticos, principalmente as lipases, destaca-se
como uma alternativa a catalise alcalina devido as vantagens que este processo oferece tais
como: condigcdes brandas de operacgéo, facilidade na remocéo do catalisador do meio onde se
encontra o produto e possibilidade de reutilizacdo do mesmo em varios ciclos reacionais
(LECA et al., 2010).

O processo enzimatico utiliza diversas lipases derivadas predominantemente de
bactérias, fungos e leveduras, tais como: Candida rugosa, Candida antarctica, Thermomyces
lanuginosus e bactérias do género Pseudomonas (RIBEIRO et al., 2011). Estas enzimas
possuem a funcdo bioldgica de catalisar a hidrélise parcial ou completa de gorduras e 6leos,
desempenhando um papel fundamental no metabolismo dos lipideos. No entanto, em meios
reacionais com restricdo de agua, podem ainda catalisar outros tipos de reacdo, a exemplo da
transesterificagdo (SOUZA, 2010).

Cada enzima catalisa, geralmente, uma Unica reagdo quimica ou um conjunto muito
restrito de reacdes intimamente relacionadas, sendo que a formacao de produtos secundarios
residuais raramente ocorre. A especificidade para com o substrato € muita elevada, sendo por
vezes absoluta (CASTRO et al., 2004). Todavia, a atividade enzimatica €, geralmente, muito
sensivel as condicdes reacionais, que podem conduzir a sua inativacdo. A imobilizacdo de
enzimas em suportes sélidos surge como uma importante ferramenta para a estabilizacdo da
enzima em funcdo das interacdes fisicas e quimicas que ocorrem entre 0 suporte e as
moléculas da mesma.

Entre outras vantagens, a imobilizacdo promove geralmente um aumento da
estabilidade da enzima frente a temperatura e a solventes organicos e permite a sua facil
separacdo do meio de reacdo, possibilitando sua reutilizacdo. Essas vantagens fazem com que
a catalise enzimatica torne-se atrativa para o setor industrial, j que o custo das lipases ainda é
o principal obstaculo em relacdo a exploracdo de seu potencial (RODRIGUES et al., 2008b;
RODRIGUES, 2009; IDRIS e BUKHARI, 2012).

As lipases podem ser imobilizadas em diferentes suportes de natureza organica e
inorganica com o emprego de diversos métodos de imobilizacdo tais como adsorcao fisica,
encapsulacdo, reticulacdo (DALLA-VECCHIA et al., 2004), ou por ligacdo covalente
(RODRIGUES et al., 2009a). A adsorcéo fisica de enzimas em suportes sélidos hidrofobicos
é a técnica mais empregada industrialmente devido principalmente ao baixo custo, pois nao é
necessaria a ativacdo do suporte e permite facil reuso do derivado imobilizado ap06s véarios
ciclos (SECUNDO et al., 2008).
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Com base nesses aspectos, o0 presente trabalho teve por objetivo estudar a sintese de
ésteres metilicos, a partir do Oleo de soja, via transesterificacdo enzimatica. Como
catalisadoras foram empregadas a lipase do tipo B de Candida antarctica imobilizada em
suporte hidrofobico MCI GEL CHP20P, e a mesma lipase imobilizada comercialmente
denominada Novozym 435. Os objetivos especificos foram: (i) sintetizar ésteres metilicos
utilizando a enzima CALB imobilizada em esferas de estireno-divinilbenzeno comparando
com a comercial Novozym 435; (ii) verificar, através de um planejamento estatistico, a
influéncia das variaveis de processo: quantidade de enzima, quantidade de agua e razdo molar
alcool:6leo sobre a conversdo em metil ésteres; (iii) comparar o rendimento da
transesterificacdo das duas formas imobilizadas de Candida antarctica; (iv) reutilizacdo das

enzimas imobilizadas em sucessivos ciclos de operacao.
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CAPITULO 2

Revisao Bibliografica

2.1 Biodiesel

2.1.1 Aspectos gerais

Segundo a Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTM), o biodiesel é
classificado como uma mistura de ésteres de cadeias longas derivadas de &cidos graxos
oriundos de lipidios renovaveis (fontes ndo fosseis) como 6leo vegetal ou gordura animal
(ZHANG et al., 2003).

No Brasil, a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis — ANP,
através da lei n° 11097 de 13 de janeiro de 2005 definiu o biodiesel como sendo:
“Biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna
com igni¢do por compressao ou, conforme regulamento para outro tipo de geracdo de energia,
que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil” (ANP, 2008).

O biodiesel possui algumas caracteristicas que representam vantagem sobre 0s
combustiveis derivados do petrdleo. Essas vantagens incluem, em nivel de Brasil, reducéo a
dependéncia de importacdo de petrdleo, a auséncia praticamente completa de enxofre e de
compostos aromaticos, a presenca de maior ponto de fulgor e alto nimero de cetano, que
proporciona periodos mais curtos de atraso da ignicdo (ENCINAR et al., 2002). Além disso,

seqliestra mais gas carbénico da atmosfera durante a sua produgdo do que emite quando esta
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sendo queimado, ajudando, com isto, a controlar o crescente contetdo de gas carbbnico da
atmosfera (GHESTI et al., 2012). Outra importante vantagem do biodiesel é referente a maior
disponibilidade de matérias primas para sua producdo em uma grande variedade de fontes
renovaveis, cujos residuos sdo de rapida biodegradabilidade (PARENTE, 2003).

Os Gleos vegetais mais comuns para producdo de biodiesel no Brasil sdo os
provenientes do milho, amendoim, algodao, palma e soja (GERIS et al., 2007). O 6leo de soja
surgiu como um subproduto do processamento do farelo e, atualmente, tornou-se um dos mais
produzidos no mercado de 6leos vegetais. Dada a importancia do agronegdcio da soja no
mercado brasileiro, é relativamente facil reconhecer que essa oleaginosa apresenta o maior
potencial para servir de modelo ao desenvolvimento de um programa nacional de biodiesel,
visto que quase 90 % da producdo de dleo no Brasil provém dessa leguminosa
(CAIXETA, 2009). Outras fontes de triacilglicerois para producdo do biodiesel s&o
provenientes de gorduras animais e 6leos residuais como os oriundos da fritura de alimentos
(RODRIGUES, 2009). Quimicamente, os 0leos e gorduras animais e vegetais consistem de
moléculas de triacilglicerideos, as quais sdo constituidas de trés acidos graxos de cadeia longa
ligados na forma de ésteres a uma molécula de glicerol. Esses &cidos graxos variam na
extensdo da cadeia carbdnica, no numero, orientacdo e posicdo das ligacdes duplas
(MEHER et al., 2006).

O namero de insaturac@es, 0 posicionamento dessas e o tamanho da cadeia refletem
nos pontos de fusdo e ebulicdo dos d6leos. Para moléculas que ndo tém insaturacdes, a massa
molar, a qual é proporcional ao tamanho da cadeia, € o que determina as variagdes do ponto
de ebulicdo. Por consequéncia disso, 0s 0leos vegetais que possuem acidos graxos com muitas
insaturaces sdo liquidos a temperatura ambiente (20 °C). No entanto, cadeias que contém
pouca ou nenhuma insaturacdo apresentam maior ponto de fusdo, caracterizando-as como
solidas a temperatura ambiente (RACT e GIOIELLI, 2008). Na Tabela 2.1 abaixo esta

apresentada a composicdo de acidos graxos de diversos tipos de 6leos vegetais..
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Tabela 2.1 — Composicdo percentual de &cidos graxos presentes em 6leos vegetais.

Acidos graxos Algodao Milho Mamona  Girassol Palma Soja
Muistirico C14:0 0,7 - - tracos 0,71 0,2
Palmitico C16:0 23,91 9,9 1 6,14 41,86 11
Palmitoléico C16:1 0,5 - - tracos 0,15 tracos
Estearico C18:0 2,9 3,1 1 3,7 4,86 3,45
Oléico C18:1n9c 16,26 29,1 3 27 42,09 23
Riconoléico C18:1n9¢;on - - 90 - - -
Linoléico C18:2n6c 52,68 56,8 4,2 60,48 8,67 54
Linolénico C18:3n6¢ 0,1 1,1 0,3 tragos 0,22 7
Araquidico C20:0 0,31 - - 0,23 0,37 0,5
Behénico C22:0 0,15 - - 0,66 - 0,3

Fonte: (NETO et al., 2000; CORSINI et al., 2008).

A aplicacéo direta dos 0leos vegetais nos motores € limitada por algumas propriedades
fisicas e quimicas dos mesmos, principalmente sua alta viscosidade, a acidez, a baixa
volatilidade, os acidos graxos livres contidos nos 0leos, a presenca de gomas, a deposicdo de
carbonos e o carater poliinsaturado, que acarretam em alguns problemas aos motores, bem
como em uma combustdo incompleta (KNOTHE, 2006). Visando reduzir a viscosidade dos
Oleos vegetais, diferentes alternativas tém sido consideradas, tais como diluicéo,
microemulsdo com metanol ou etanol, craqueamento catalitico e reacdo de transesterificacdo
com metanol ou etanol (FUKUDA et al., 2001). Entre essas alternativas, a transesterificacéo
tem se apresentado como a melhor opcédo, visto que o processo € relativamente simples
promovendo a obtencdo de um combustivel cujas propriedades sdo similares as do 6leo diesel
(DORADO et al., 2003; GERIS et al., 2007).

2.1.2 Transesterificacdo de dleos e gorduras

Industrialmente, a transesterificacdo é o processo mais utilizado para a producdo de
biodiesel e consiste em uma rea¢do quimica entre dleos vegetais ou gordura animal com
alcoois primarios na presenca de um catalisador, resultando em uma mistura de ésteres
alquilicos de acidos graxos (biodiesel) e glicerol (Figura 2.1). Excesso de alcool na reagédo
faz-se necessario de modo a aumentar o rendimento em ésteres, e favorecer o deslocamento

quimico dos reagentes para os produtos (SUAREZ et al., 2007).
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CH,-0O0C-R; R1-COOCH; CH,-OH

‘ catalisador ‘
CH-OOC-R; + 3 CH;OH R2-COOCH; + CH-OH
CH>-0O0C-R3 R3-COOCH; CH,-OH
Triglicerideo Metanol Biodiesel Glicerol

Figura 2.1 — Reac&o de transesterificacdo para sintese de biodiesel.

De forma geral, a reacdo de transesterificacdo pode ser descrita como uma reacao
reversivel em que um éster é transformado em outro pela mudanga na porcéo alcoxi. Esta
transformacéo ocorre em trés etapas seqlienciais: inicialmente, as moléculas de triglicerideos
sdo convertidas em diglicerideos, depois em monoglicerideos e, finalmente, em glicerol,
produzindo um mol de éster a cada etapa reacional. O alcool, que é considerado o agente de
transesterificacdo, deve conter até oito atomos de carbono em sua cadeia. No entanto, devido
as propriedades conferidas ao produto, os alcoois metilico (metanol) e etilico (etanol) figuram
entre 0s principais agentes de transesterificacdo e sdo os mais frequentemente empregados no
processo (BARNWAL e SHARMA, 2005).

O alcool utilizado para a reacao de transesterificacdo influencia na necessidade de uso
de um solvente organico. Alcodis de cadeia menor, como metanol e etanol, apresentam uma
solubilidade menor aos 6leos normalmente utilizados para producio de biodiesel. Alcoois
com cadeia maior, como propanol ou butanol, apresentam melhor solubilidade ao 6leo e
dispensam o uso de um solvente organico na reacdo. No entanto, o metanol é mais
amplamente aplicado em escala comercial e, por ser mais reativo, implica em menor
temperatura e tempo de reacdo. O etanol, além de ter producdo consolidada no Brasil, é
consideravelmente menos tdxico, € renovavel e produz biodiesel com maior nimero de cetano
e lubricidade. Uma grande desvantagem do etanol estd no fato deste promover uma maior
dispersdo da glicerina no biodiesel, dificultando a sua separacdo (LOBO et al., 2009).

Os catalisadores utilizados na transesterificacdo podem ser de diversos tipos, como
alcalinos, acidos, biocatalisadores, ou catalisadores heterogéneos, e dentre estes, apenas 0S
alcalinos sdo utilizados a nivel industrial (RODRIGUES, 2009).
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2.1.3 Cataélise alcalina

O processo de transesterificacdo de gorduras e Oleos vegetais para a sintese de
biodiesel catalisada por substancias basicas tem sido utilizado largamente em escala industrial
e altas conversdes sdo obtidas. A catalise alcalina é aproximadamente 4000 vezes mais rapida
do que a &cida quando é utilizado a mesma quantidade de catalisador, e a maior parte dos
trabalhos aponta para vantagens no processo (LOTERO et al., 2005).

Os catalisadores alcalinos sdo menos corrosivos que os catalisadores &cidos e 0s mais
usados sdo os hidroxidos de potéssio (KOH) e de sddio (NaOH) (GERPEN, 2005). Além
disso, o catalisador alcalino exige menores razdes molares entre o alcool e o 6leo vegetal e
altas conversdes sdo facilmente alcancadas (FUKUDA et al., 2001). Por esses motivos, 0s
catalisadores basicos tradicionais sdo largamente utilizados na inddstria para obtencdo de
biodiesel.

Um inconveniente da catalise alcalina sdo o0s problemas operacionais de reacdo.
Quando o 0leo vegetal apresenta altos teores de &cido graxo livre, sdo formados sabdes que,
alem de consumirem parte do catalisador durante sua formacdo, acabam gerando emulsdes e
dificultando o processo de purificacdo do biodiesel e a separacdo da glicerina no final da
reacdo (MEHER et al., 2006; DEMIRBAS, 2008). Assim, uma grande quantidade de agua é
necessaria para a purificacdo dos ésteres, gerando grandes quantidades de rejeitos aquosos
com pH inadequados para descarte e o tratamento destes passa por um processo de
neutralizacdo que gera um volume ainda maior de residuos aquosos. Além disso, as reacdes
necessitam ser conduzidas a temperaturas elevadas com alto gasto de energia.

Entre os processos testados para contornar estes problemas, a utilizacdo de enzimas,
mais precisamente lipases, € um dos mais promissores na producdo do biodiesel por
transesterificacdo (NIE et al., 2006; XIAQO et al., 2009; ZHENG et al., 2009; RODRIGUES et
al., 2010).

2.1.4 Catalise enzimatica

O processo de obtencdo de biodiesel pela via a enzimatica tem despertado o interesse
da comunidade cientifica, e fatores como a fonte do 6leo vegetal, 0 meio reacional (presenca
ou auséncia de solvente organico), tipo de alcool, e razdo molar alcool:6leo sdo os principais
focos das investigagdes (ISO et al., 2001; ENCINAR et al., 2002; HA et al., 2007;
RODRIGUES et al., 2008b; LECA et al., 2010; GAGNON e VASUDEVAN, 2011).
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As enzimas apresentam propriedades que as tornam altamente requisitadas como
catalisadores. Elas sdo versateis e executam uma variedade de transformacbes de modo
seletivo e rapido, em condigdes brandas de reacdo. Além disso, a atividade enzimatica pode
ser regulada com relativa facilidade, bastando modificar as condi¢cbes do meio de reacéo,
como, por exemplo, pela alteracdo do valor de pH ou pela adicdo de algum inibidor. Toda
enzima, em razdo da sua grande especificidade, catalisa as transformagdes moleculares sem
ocorréncia de reacBGes paralelas indesejaveis que sdo comuns em sinteses quimicas. Os
processos industriais que empregam enzimas sao, em geral, relativamente simples, faceis de
controlar e energeticamente eficientes (OLIVEIRA e MANTOVANI, 2009) e, além disso, a
separacdo do glicerol gerado como subproduto e a purificacdo dos ésteres produzidos é
facilmente realizada (FUKUDA et al., 2001).

A transesterificacdo catalisada por lipases é aplicavel aos 0leos vegetais refinados e
brutos contendo acidos graxos livres (AGL), residuos de gorduras e de fritura. Como
doadores acila, diversos alcoois podem ser empregados, entre os principais, destacam-se o
metanol e o etanol (RANGANATHAN et al., 2008), que sdo utilizados em excesso para
proporcionar alto rendimento na reagéo.

Além disso, as lipases empregadas em reacOes de sintese de biodiesel séo
preferencialmente utilizadas na forma imobilizada, pois este processo reduz o efeito de
inativacdo da enzima na presenca de alcoois de cadeia curta e a solventes, e permite a
reutilizacdo do biocatalisador, reduzindo os custos do processo. Na Tabela 2.2 se encontram
diversos estudos visando a sintese de biodiesel pela rota enziméatica desenvolvidos nos

ultimos anos.
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Tabela 2.2 — Trabalhos que utilizam a transesterificacdo enzimatica de 6leos e gorduras na sintese de

biodiesel.

. Suporte de < ’ Conversdao Tempo A
Lipase imobilizaco Alcool Oleo %) (h) Referéncia
Candida
antarctica Resina acrilica Metanol Soja 66 % 12 h ggg}?t al.
(Novozym 435)

Candida

antarctica Resina acrilica Metanol Algoddo 97 % 24 h gl?Oz\g%)I?\l) et

(Novozym 435) B
Poliuretano (DIZGE e

ITahne;rrSionrgyslﬁgs ativada com Metanol Canola 90 % 24 h KESKINLER,

g GLU 2008)

Pseudomonas

cepacia E_sferas de Metanol Girassol 70 % 24 h (MARDER et
hidrogel al., 2008)

(Amano)

Thermomyces ;e Metanol  Milho  85% 1oh  (WANGet

laniguinosus al., 2008)

Candida

antarctica Resina acrilica Metanol Palma 92 % 10 h (TALUKDER

et al., 2009)

(Novozym 435)

Candida

antarctica Resina acrilica Metanol Soja 97 % 25h (ZHENG et

al., 2009)

(Novozym 435)

Pseudomonas i) pyA  Etanol Palma  86% o4p  SlLVAetal,

fluorescens 2011)

Candida

antarctica Resina acrilica Etanol Palma 91 % 24 h gsc')lll‘l\)/A etal,

(Novozym 435)

Candida

antarctica Resina acrilica Etanol Soja 85 % 24h STOZSOSlEl-)r et

(Novozym 435) "

2.2 Lipases

2.2.1 Considerac6es iniciais

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos de natureza protéica constituidas por longas

cadeias de aminoacidos, unidos por ligacGes peptidicas, segundo um arranjo tridimensional.

Apresentam uma elevada eficiéncia catalitica em condi¢cBes operacionais suaves, como

temperaturas brandas, pressdo atmosférica e pH préximo do neutro, o que permite realizar
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transformagdes quimicas complexas mesmo quando em pequenas quantidade
(BETSY e KEOGH, 2005). Séao, portanto, um tipo de proteina com atividade catalitica, sendo
que a singularidade desses compostos decorre do elevado grau de especificidade ao substrato
sob as quais atuam.

As enzimas sdo classificadas de acordo com o substrato sobre o qual atuam ou o tipo
de reagdo que catalisam. Nesse contexto, as lipases classificam-se como enzimas que
pertencem a classe das hidrolases (E.C.3.1.1.3), que “in vivo” catalisam a hidrélise de
triglicerideos aos é&cidos graxos correspondentes e glicerol na interface agua e Oleo
(SHARMA et al., 2001; MENDES et al., 2011). S&o capazes de catalisar ndo apenas reagdes
de hidrolise, mas também atuam na alcodlise e amindlise, e “in vitro™, as lipases podem atuar
também como catalisadoras em reacdes de esterificacdo ou transesterificacdo, quando a
quantidade de agua do sistema em que estdo presentes é suficientemente baixa a ponto de
deslocar o equilibrio termodindmico no sentido da sintese (KRISHNA et al., 2000).

Lipases sdo usualmente obtidas a partir de fontes animais (estdbmago, tecido adiposo,
vascular e linfatico, lisossomos), vegetais (oleaginosas) e microbianas (bactérias e fungos),
exercendo um papel chave na modificacdo bioldgica de lipidios. A maioria das lipases
utilizadas como catalisadores em sintese organica sdo de origem microbiana, como as lipases
de Candida rugosa (MORENO-PIRAJAN e GIRALDO, 2011), Pseudomonas fluorescens
(DEVANESAN et al., 2007), Rhizopus oryzae (LI et al., 2007), Burkholderia cepacia
(KAWAKAMI et al.,, 2011), Aspergillus niger (XIAO et al., 2011), Thermomyces
lanuginosus (RODRIGUES et al., 2009b), Rhizomucor miehei (AL-ZUHAIR et al., 2007) e
Candida antarctica (LIU et al., 2010). As razdes para 0 enorme potencial biotecnolégico de
lipases microbianas devem-se a (a) serem mais estaveis em solventes organicos, (b) nédo
necessitarem de co-fatores, (c) possuirem uma grande especificidade ao substrato e (d)
exibirem uma alta enantioseletividade (JAEGER e EGGERT, 2002), além de poderem ser
produzidas em abundancia por fermentagéo.

A aplicabilidade de lipases na industria é potencialmente muito grande, estando entre
os biocatalisadores mais utilizados na area de quimica organica (DIAZ et al., 2006), em
reacdes de sintese de medicamentos (JAEGUER et al., 1999), sintese de ésteres de biodiesel
(HA et al., 2007; HERNANDEZ-MARTIN e OTERO, 2008; RODRIGUES et al., 2008a;
CHEN et al., 2009) e sintese de ésteres de aromas e sabores (PANDEY et al., 1999;

GRAEBIN et al., 2012). Lipases também sdo empregadas na biorremediacdo de solos e
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efluentes para remocdo de Oleos presentes nas aguas residuais de indudstrias de refinagdo de
6leos, fabricas de lacticinios, restaurantes ou residéncias (ALBERTON et al., 2010).

Outros campos de aplicacdo para as lipases sdo na industria téxtil, onde auxiliam na
remocdo de lubrificantes, a fim de promover uma melhor absor¢do da tinta ao tecido
(HASAN et al., 2006). Também séo utilizadas na tecnologia de fabricacdo de detergentes,
onde séo adicionadas ao processo para promoverem a remocdao de manchas de gordura em
tecidos (CASTRO et al., 2004).

2.2.2 Ativagao interfacial das lipases

A partir dos estudos estruturais disponiveis na literatura entende-se que o sitio
catalitico das lipases é bastante complexo e a estrutura da enzima ao redor do sitio ativo varia
significativamente de uma lipase para outra. Entretanto, alguns elementos estruturais séo
comuns para todas as lipases: a triade catalitica, formada por residuos dos amino&cidos serina,
histidina e aspartato (ou glutamato) ¢ um dobramento caracteristico na conformagao a/f
hidrolase (JAEGER et al., 1994). A estrutura tridimensional da lipase do tipo B de Candida

antarctica e seu sitio ativo estdo apresentados na Figura 2.2.

Figura 2.2 — Estrutura tridimensional da lipase do tipo B de Candida antarctica, com os respectivos
residuos dos amino&cidos do sitio ativo (Fonte: adaptado de KNOW et al., 2007).
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A triade de aminoécidos é freqlientemente protegida na molécula por uma cadeia
polipeptidica hidrofébica em forma de a-hélice comumente chamada de tampa, ou lid, que, ao
interagir com a interface lipideo/agua, sofre uma mudanca conformacional expondo o sitio
ativo. Estudos de raios-X realizados por Uppenberg e colaboradores (1995), com a lipase da
Candida antarctica, revelam a existéncia de uma “tampa” similar recobrindo a triade
catalitica Ser-His-Asp. A presenga da “tampa” na estrutura da enzima ¢ a propriedade de
ativacdo interfacial passaram a ser fatores determinantes para a caracterizacdo de lipases
(JAEGER e REETZ, 1998).

Em ambientes aquosos, sem o seu substrato natural, a “tampa” cobre o sitio catalitico,
a lipase € inativa, e diz-se que ela estd na sua forma “fechada”. Na presenca de substratos
hidrofobicos, as lipases sdo “adsorvidas” na interface hidrofobica, o que promove mudancas
dramaticas na estrutura enzimatica, levando a forma “aberta” da lipase, deixando a enzima
ativa. Nesta conformacdo, o movimento do lid, ndo apenas abre 0 acesso ao sitio ativo como
também expde uma extensa zona hidrofobica que interage favoravelmente com a interface
lipidica (DEREWENDA et al., 1992) (Figura 2.3). Esta mudanca na estrutura tridimensional

da lipase em interfaces dgua/dleo ¢ conhecida como ““ativagdo interfacial”.

Figura 2.3 — Distintas conformagdes da lipase de Candida rugosa. (a) Conformagéao fechada;
(b) Conformagdo aberta. Estruturas obtidas através do Protein Data Bank (PDB) utilizando o
software Pymol v. 0.99. Os codigos pdb para as lipases sdo: 1trh e 1crl, respectivamente
(Fonte: RODRIGUES, 2009).

O fendmeno da ativacdo interfacial foi proposto por Sarda e Desnuelle (1958) apos

verificar diferenca no comportamento de cinética entre enzimas. Os autores verificaram que a
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atividade de esterases era funcdo da concentracdo do substrato de acordo com o modelo
classico de Michaelis-Menten, no qual a velocidade méaxima ocorria antes do limite de
solubilidade do substrato ser atingido e da formacdo de agregados e/ou interfaces. Ja a
atividade das lipases, se caracterizou por manter-se constante até que a concentracdo micelar
critica (CMC) do substrato no sistema fosse alcancado, e aumentando a partir desse ponto.
Desse modo, a ativagdo interfacial ficou caracterizada como o fendmeno de aumento de
atividade enzimatica quando ha formacéo de interfaces.

A lipase do tipo B de Candida antarctica (CALB) tem sido a lipase mais amplamente
utilizada em sinteses organicas (ANDERSON et al., 1998). Com sua estrutura completamente
elucidada (UPPENBERG et al., 1994) e mecanismo do sitio catalitico bem conhecido
(KWON et al., 2007), essa enzima tem sido amplamente usada nas pesquisas e na industria,
principalmente por possuir uma caracteristica chamada promiscuidade catalitica
(COPLEY, 2003), que é a habilidade do sitio ativo da enzima em catalisar diferentes
transformagdes quimicas, demonstrando alta estereoespecificidade em substratos quirais

durante a hidrolise ou a sintese organica.

2.2.3 Mecanismo de atuacao das lipases

Independente do tipo de reacdo catalisada (hidrolise, esterificacdo ou
transesterificacdo), a descricdo mais geral e aceita da acdo catalitica da lipase € 0 mecanismo
Ping Pong Bi-Bi (BOUSQUET-DUBOUCH et al., 2001). Este mecanismo leva em
consideracdo 0 que se passa no sitio ativo da enzima que é constituido pela triade catalitica
serina 105, histidina 224 e aspartato 187 (Figura 2.4).
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Figura 2.4 — Mecanismo de reacdo de transesterificacdo com a lipase do tipo B de Candida
antarctica. (Fonte: adaptado de DIJKSTRA, 2006).

Reacdes enzimaticas com dois substratos sdo chamadas de reacoes de transferéncia de
grupos onde um grupo é transferido pela enzima de um doador para um receptor de elétrons.
Neste tipo de reacdo, que envolve dois substratos e dois produtos (reacdo bibi), a enzima
reage com o primeiro substrato (triglicerideo) para formar um complexo intermediario que se
decompde formando um diglicerideo (Produto 1) e uma enzima covalentemente modificada
(intermediario acil-enzima), que, por sua vez, interage com o segundo substrato (alcool) para
formar o segundo produto (o éster alquilico, Produto 2) liberando a enzima original.
Repetindo-se o ciclo, sendo o Produto 1 o novo substrato, tem-se a formacao de glicerina e
éster alquilico.

Inicialmente, o 4tomo de carbono do grupo carbonila do substrato é atacado pelo
oxigénio do grupo hidroxila da serina. Mediante a transformacédo da ligacdo C=0 do substrato
numa ligacdo simples o atomo de oxigénio adquire uma carga negativa. Forma-se assim um
complexo de transicdo intermediario com geometria tetraédrica em torno do referido atomo de
carbono por meio de pontes de hidrogénio entre o oxianion e dois grupos NH das cadeias
principais. Como resultado da formagdo deste complexo, um préton é transferido da serina

para a histidina. O aspartato, que € desprotonado, neutraliza parcialmente a carga que se
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desenvolve no complexo de transi¢cdo. Como a forma protonada da histidina perde o préton, a
ligagdo da carbonila é refeita e desfaz-se o intermediério tetraédrico liberando o alcool como
primeiro produto. A cadeia alquilica do primeiro substrato permanece covalentemente ligada
a serina, formando o intermediério acil enzima finalizando a primeira etapa da acilagdo. Na
etapa posterior, uma desacilacdo ocorre de forma semelhante, mas na ordem inversa. O alcool
ataca nucleofilicamente o intermediario acil enzima, formando mais uma vez, com o auxilio
da histidina, um novo intermediario tetraédrico que colapsa liberando o segundo produto, o
éster. Consequentemente, a enzima retorna ao estado inicial (FALCAO, 2011).

2.2.4 Técnicas de imobilizacdo de lipases

Como o custo de producdo da lipase € um dos maiores obstaculos para a
comercializagdo dos processos catalisados por esta enzima, varias alternativas tém sido
investigadas visando desenvolver sistemas que tenham custos competitivos. A recuperagdo
com o reuso da enzima representa uma das opc¢oes e, para isso, a imobilizacdo da enzima em
suportes sdlidos adequados tem sido utilizada para atingir esses objetivos.

A imobilizacdo tem como finalidade aproveitar o potencial catalitico das enzimas e
torna-las insoluveis ao meio reacional permitindo sua reutilizacdo e facilitando a recuperacao
dos produtos, além de minimizar a producdo de efluentes (ZANIN e MORAES, 2004). Além
disso, muitas vezes com o processo de imobilizacdo, as propriedades enzimaticas sdo
alteradas, produzindo biocatalisadores com atividade, especificidade e estabilidade
aumentadas, dependendo do tipo de imobilizacdo e da enzima (PERSSON et al., 2002). Dessa
forma, ao se obter uma enzima imobilizada ativa, estavel e com boa especificidade ao
substrato, a maioria das desvantagens das enzimas durante o processo catalitico sdo
eliminadas.

Lipases imobilizadas sdo geralmente usadas para executar biotransformacdes
das mais interessantes aplicac@es industriais que muitas vezes ocorrem em meio nao agquoso.
Muitas técnicas e diferentes suportes tém sido empregados para imobilizacdo de lipases, e
estes tém sido bem sucedidos para a imobilizacdo sobre materiais hidrofobicos e hidrofilicos,
tais como particulas porosas de kaolinita, resinas macroporosas, zedlitas, esferas SiO,
funcionalizadas em nanoescala, etc. (MACARIO et al., 2008).

As técnicas usualmente empregadas para imobilizar enzimas em suportes sélidos séo

baseadas em mecanismos fisicos e quimicos, sendo 0s principais processos de imobilizacdo
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classificados em cinco tipos (DALLA-VECCHIA et al., 2004): (a) Separacdo por membranas
- neste método, a enzima encontra-se fisicamente separada do meio de reagdo, através de uma
pelicula (membrana) semipermedvel; (b) Microencapsulacdo - consiste na preparacdo de um
sistema emulsificado, onde a enzima esté confinada no interior de micelas; (c) Entrelacamento
em polimeros - neste caso, as enzimas sdo aprisionadas entre as malhas de um polimero
geleiforme; (d) Por formacdo de ligacdo covalente - a enzima é ligada ao suporte inerte
mediante ligacdes quimicas covalentes, que sdo normalmente estabelecidas entre os
aminogrupos primarios e o anel fendlico dos aminoécidos constituintes da enzima e 0s grupos
reativos do suporte; (e) Imobilizacdo por adsorcdo - este método consiste na adsorcdo da
enzima em um suporte inerte, por meio de ligacdes eletrostaticas e hidrofébicas, tais como
interagdes i0nicas, forgas de “van der Waals”, ligacdes de hidrogénio e interacdes dipolo-
dipolo. Este ultimo tipo de imobilizacdo causa uma pequena modificacdo na estrutura nativa
da enzima, se comparado a imobilizacdo covalente, e por isso, geralmente ndo promove perda
da atividade catalitica (SALIS et al., 2008).

2.2.4.1 Imobilizacéo de lipases pelo método de adsor¢do

Entre os métodos de imobilizacdo j& citados, a adsorcdo hidrofobica através do
mecanismo de ativacdo interfacial vem se tornando um método muito promissor na area de
imobilizacdo, pois é capaz de combinar as etapas de adsor¢édo, purificacdo e imobilizacdo com
elevada ativacdo da lipase. No setor industrial, este é o procedimento mais empregado, pois €
de baixo custo e causa poucos efeitos deletérios para a atividade e seletividade enzimatica
(SECUNDO et al., 2008).

A adsorcdo consiste na incubacdo do suporte em uma solucdo enzimatica e nesse
processo ocorre a transferéncia de proteinas (adsorvato) para uma superficie sélida
(adsorvente). As forcas de ligacdo envolvidas nesse processo sdo estabilizadas por mudancas
entropicas ou hidrofébicas, onde enzimas que possuem uma extensa superficie hidrofobica
irdo interagir melhor com suportes hidrofébicos, enquanto que enzimas glicosiladas ou com
extensa porcdo hidrofilica interagem favoravelmente com suportes hidrofilicos
(HANEFELD et al., 2009).

As lipases parecem ter uma tendéncia natural de serem adsorvidas em superficies
hidrofobicas, como gotas de dleo (seu substrato natural) (PALOMO et al., 2005). Isso ocorre
porque estas enzimas possuem “caminhos” hidrofobicos, ou seja, residuos de aminoécidos

concentrados em uma determinada regido do sitio ativo, e que fazem com que haja uma
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interacdo desta regido com superficies hidrofébicas (PETKAR et al., 2006). Nestas condicdes,
as lipases “confundem” a superficie do suporte com a superficie das gotas de dleo, de forma a
se adsorverem fortemente a estes suportes (Figura 2.5). No momento em que hé contato com a
superficie hidrofdbica, o lid desloca-se expondo o sitio ativo da enzima, direcionando a
estrutura da lipase para a conformacgdo aberta, imobilizando-se na sua conformacdo aberta e
promovendo a estabilidade da enzima (PALOMO et al., 2006; MATEO et al., 2007).

a)
‘ A —
Conformagio fechada Conformacgio aberta
INATIVA ATIVA
b)

—— Zona hidrofilica
== Zona hidrofobica

2

Superficie hidrofobica

Figura 2.5 — Lipase nas conformagdes: (a) aberta e fechada; e (b) imobilizada em suportes
hidrofobicos. (Fonte: adaptado de HANEFELD et al., 2009).

As técnicas de imobilizacdo tornam as enzimas reutilizaveis, principalmente ao fato de
manterem sua atividade ao longo de varios ciclos de reacdo. Para estudar este atributo,
Ting et al. (2006) imobilizaram uma lipase de Candida rugosa em esferas de quitosana e
utilizaram essa enzima imobilizada na hidrolise de 6leo de soja. Os autores obtiveram 88 %
de conversdo e esse biocatalisador pode ser reutilizado por 8 vezes perdendo apenas 20 % de
sua atividade inicial. Li et al. (2006) também reportaram a alta estabilidade de lipases frente a
muitos ciclos de operacdo. O grupo utilizou uma combinacdo de duas lipases microbianas na
proporcao de 1 % de Candida antarctica (Novozym 435) e 3 % de Thermomyces lanuginosus
(Lipozyme TL IM) 1,3-especifica, alcancando um rendimento de biodiesel de 95 %. Os
autores desenvolveram a reacdo a partir do 6leo de colza utilizando ter-butanol como solvente

de reagdo em uma propor¢do em volume de 1:1 sob a massa de 6leo, e a razdo molar de
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metanol:6leo manteve-se em 4:1. A reagdo teve duracdo de 12 h e a atividade catalitica da
lipase foi mantida mesmo apds 100 dias, representando 200 ciclos de reutilizacao.

Shimada et al. (1999) também reportaram o grande nimero de ciclos de reuso com
alta atividade catalitica lipasica. Os autores investigaram a metandlise continua de 6leo
vegetal utilizando a lipase comercial imobilizada de Candida antarctica. Na etapa inicial dos
testes, a reagdo foi conduzida na razdo molar de alcool:6leo de 1,5:1 e 4 % de enzima, com
duracdo de 10 ha 30 °C. Apos 95 % do metanol ter sido consumido na formacdo do éster, um
segundo equivalente molar de metanol foi adicionado e a reagdo continuou durante 14 h. Um
terceiro equivalente molar de metanol foi novamente adicionado e a reagdo continuou durante
mais 24 h. Neste processo em trés etapas, foi possivel obter uma conversdo de 98,4 % de
ésteres metilicos. No entando, os autores ainda relataram que mais de 95 % da converséo de
éster foi mantida, mesmo depois de ser testado 50 ciclos de reagéo (100 dias).

Outra vantagem da imobilizacdo por adsorcdo é que muitas vezes ela leva a um
aumento da atividade das lipases. Isso foi verificado por Palomo et al. (2002), que
imobilizaram a lipase de Mucor miehei em um suporte altamente hidrofébico (Octadecyl
Sepabeads) e esta apresentou uma atividade 20 vezes superior quando comparado com a

forma solUvel da mesma enzima.

2.2.5 Fatores que influenciam a atividade das lipases em reacgdes de biocatalise

Os estudos para producao de biodiesel por via enzimatica tém focado principalmente a
otimizacdo dos processos de producdo no sentido de se obter bons rendimentos reacionais,
detalhando a influéncia desses fatores na atividade catalitica das lipases.

Parametros como tipo de alcool empregado (cadeia curta, cadeia longa ou ramificada),
concentracdo da enzima e de 4gua no meio de reacdo, razdo molar entre 0 6leo e o alcool,
temperatura, agitacdo, tipo de suporte de imobilizacdo e presenca ou auséncia de solvente
organico no meio reacional sdo alguns fatores mais estudados e tem-se observado que estes
afetam de maneira significativa no rendimento da reacdo (BOUAID et al., 2007; HE et al.,
2007; DIZGE e KESKINLER, 2008; RODRIGUES et al., 2008a; HAO et al., 2012).

A quantidade de agua utilizada em reacdes de biocatalise é um fator determinante para
a atividade, a estabilidade e a especificidade da enzima, onde pequenas variagdes no seu
conteddo podem provocar grandes modificacbes na atividade enzimatica. As enzimas sdo

praticamente inativas em sistemas completamente anidros, € a agua, quando adicionada a
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estes sistemas, atua como um tampdo entre a superficie da enzima e o meio reacional,
contribuindo para manter a atividade enzimatica através do aumento da polaridade e da
flexibilidade do sitio ativo da enzima (RAHMAN et al., 2008). Por outro lado, o excesso de
agua facilita a agregacdo da enzima provocando um decréscimo de sua atividade
(YANG e RUSSELL, 1996).

De forma geral, menos do que uma monocamada de &gua € necessaria para a enzima
mostrar atividade catalitica. Quando a quantidade de dgua aumenta, aumenta a flexibilidade
da enzima e a atividade. Porém, depois de certa dose de agua as reacdes hidroliticas tornam-se
significativas, sendo esperada entdo, uma redugdo no rendimento da reacdo de
transesterificacdo provocada pela hidrélise do substrato (VILLENEUVE et al., 2007). Sendo
assim, o Otimo conteldo de &gua tem por objetivo minimizar a reacdo de hidrolise e
maximizar a atividade da enzima para a reagdo de transesterificagdo (NOUREDDINI et al.,
2005).

Para uma dada reacdo, o valor 6timo da agua depende consideravelmente da enzima
empregada, do tipo de suporte utilizado, dos diferentes grupos funcionais e arranjos
tridimensionais que cada enzima possui ou, finalmente, da hidrofobicidade do suporte onde a
enzima se encontra imobilizada (SALIS et al., 2003).

Em um estudo desenvolvido por Villeneuve et al. (2007), foi analisada a capacidade
da lipase de Carica papaya catalisar a reacdo de alcoolise entre trilaurina (C12) e n-butanol
através da variacdo no nivel de hidratacdo da enzima. Para esta lipase, a variagdo no nivel de
hidratacdo influenciou fortemente no rendimento da reacdo, onde o contetdo 6timo manteve-
se em 2 % (fracdo massica). Em reacdes catalisadas por Carica papaya especificamente,
quantidades de agua maiores que 2 % provocam a absorcdo de agua em excesso pela enzima,
0 que acarreta no deslocamento do equilibrio da reacdo em favor da hidrolise, diminuindo a
formacdo do éster.

No entanto, para Noureddini et al. (2005) o aumento na quantidade de dgua usada em
reacdes de transesterificacdo provoca um aumento consideravel no rendimento de ésteres. No
trabalho desenvolvido pelo grupo, a reacdo foi catalisada pela lipase de Pseudomonas cepacia
imobilizada em um suporte hodrofébico, o dleo de soja foi utilizado como substrato, e dois
tipos de alcoois foram testados, metanol e etanol. CondicGes ideais de conteudo de agua
foram de 5 % para um rendimento de ésteres metilicos de 67 %, e 3 % de agua para

rendimento de ésteres etilicos de 65 %. As reagdes tiveram duracgdo de 1 h.
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A razdo molar de substrato também é uma variavel com grande influéncia em reacgdes
de sintese de biodiesel. Como indicado anteriormente, a reacéo de transesterificacdo requer 3
moles de alcool por mol de triglicérido para se obter 3 moles de ésteres de acidos graxos e de
1 mol de glicerol. O alcool é utilizado em excesso para assegurar o deslocamento do
equilibrio da reacdo em fungdo da sintese, e para minimizar as limitacdes de difusdo.
Entretanto, niveis excessivos de &lcool podem inibir a atividade da enzima e assim diminuir
sua atividade catalitica ao longo da reacdo de transesterificacdo (RODRIGUES, 2009).

Para estudar o efeito de inibicdo enzimatica provocado pelo excesso de alcool, Dossat
et al. (2002) conduziram uma transesterificacdo de 6leo de girassol enriquecido com &cido
oleico para a sintese de biodiesel catalisada pela lipase imobilizada de Mucor miehei
(Lipozyme IM-20). Foram utilizadas trés razdes molares alcool:6leo (3:1, 4:1 e 5:1), onde 0
doador acila empregado foi o butanol, com a reacdo ocorrendo a 40 °C e em meio isento de
solvente. O maior rendimento de ésteres foi em torno de 65 % obtido com a menor proporcao
de &lcool. O aumento da razdo molar butanol:6leo promoveu a inativagdo da enzima,
reduzindo com isso, a concentracao de biodiesel formado.

Por outro lado, Saad (2005) obteve maiores rendimentos de ésteres quando utilizou a
maior proporcdo de etanol:6leo. O autor utilizou a lipase de Burkholderia cepacia na
trasesterificacdo de 6leo de milho, com razdes molares de 3:1 e 6:1.

E importante ressaltar que cada lipase possui certa afinidade por diferentes tipos de
alcoois, sendo a sua atividade fortemente influenciada. RODRIGUES et al. (2008b)
determinaram a habilidade de trés lipases imobilizadas disponiveis comercialmente
(Lipozyme TL IM, Lipozyme RM IM e Novozym 435) na transesterificacdo de diferentes
Oleos vegetais (soja, girassol e arroz), bem como o efeito da razdo molar alcool:6leo com os
alcoois metanol, etanol, propanol e butanol. As razdes molares testadas estavam na faixa de
3:1 a12:1. A enzima Novozym 435 apresentou melhores rendimentos (45 %) nas reacoes de
metanolise, empregando razdo molar de 5:1 (metanol:6leo); Lipozyme TL-IM mostrou-se
mais efetiva em reacgdes de etandlise, com rendimento de 55 %, empregando razdo molar 7:1
(etanol:6leo) e Lipozyme RM-IM apresentou elevados rendimentos (55 %) nas reacfes de
butandlise, com razdo molar de 9:1 (butanol:6leo). Para todas as lipases, a temperatura 6tima
de reacdo situou-se na faixa de 30 °C a 35 °C.

O teor de enzima utilizado na reacdo de transesterificacdo € outro fator determinante a
ser analisado, uma vez que o0 aumento da quantidade de enzima favorece o aumento da
velocidade da reacdo (RODRIGUES, 2009). Entretanto, de acordo com Krishna et al. (2001)
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existe um limite onde a taxa de formacgdo de produto permanece constante. No trabalho
desenvolvido pelos autores, foi utilizada a lipase Lipozyme IM-20 imobilizada
comercialmente na reacdo de esterificagdo de acetato de isoamila. O objetivo foi testar alguns
parametros que afetam a reacdo, mas principalmente, analisar o contetdo 6timo de enzima
necessaria para se obter altas taxas de conversdo. Foram testadas quantidades de enzima entre
0,5 g e 10 g, com reagdes de duracdo de 72 h. Os resultados indicam que com 3 g de enzima
foi possivel alcangar rendimentos de 95 % de produto, ficando este valor inalterado mesmo
apos a adicdo de maiores concentracfes enzimatica. Isto pode ser explicado pelo fato de que o
sitio ativo das moléculas de enzimas presentes em excesso na rea¢do nao estariam expostos
para o substrato, e dessa forma, ndo apresentaram contribuicdo positiva para a reacdo
(GANDHI et al., 1995).

2.3 Planejamento experimental fatorial

Tendo em vista o grande namero de variaveis e condi¢fes experimentais que podem
afetar os processos de biocatalise, muitos trabalhos relatam o uso de um delineamento fatorial
para a otimizacgédo das condi¢Oes reacionais usadas em reacées de sintese.

O planejamento experimental € uma ferramenta essencial no desenvolvimento de
NOVOS processos e no aprimoramento de processos em utilizacdo. Um planejamento adequado
Permite a reducdo da variabilidade de resultados, a reducdo de tempos de analise e dos custos
envolvidos, além de minimizar o ndmero de experimentos, tendo como base a andlise
estatistica. Dentre os diversos tipos de planejamento experimental, os sistemas de
planejamento fatorial destacam-se, pois permitem avaliar simultaneamente o efeito de um
grande numero de varidveis, a partir de um numero reduzido de ensaios experimentais
(PERALTA-ZAMORA et al., 2005).

Dentre os delineamentos padrdes, o Delineamento Composto Central (DCC) é o mais
popular, necessitando poucos ensaios para sua realizacdo. Basicamente, estes experimentos
sdo fatoriais simétricos (todos 0s pontos equidistantes do ponto central) e de segunda ordem,
que possuem caracteristicas interessantes para a busca de um ponto que de a resposta 6tima:
um namero menor de tratamentos em relacdo aos fatoriais completos e o fato de poderem ser
realizados sequencialmente. Podem ser do tipo ortogonal ou rotacional (MATEUS et al.,
2001).
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O delineamento composto central rotacional (DCCR) e constituido de uma parte
fatorial 2¥, uma parte axial e pontos centrais. No caso de trés fatores, por exemplo, ha uma
parte fatorial (2° = 8 tratamentos nos niveis -l e +1, para cada fator), que permite estimar todos
os efeitos de primeiro grau e o efeito das interacdes; seis pontos na parte axial (nos niveis - o
e + o para um dos eixos e no nivel zero para os outros dois fatores); ¢ um ponto na parte
central do delineamento, abrangendo 23+ 2 x (3) + 1 = 15 pontos. O valor de o define se o
delineamento sera do tipo ortogonal ou rotacional, por exemplo, a igual a 1,21 ¢ um DCC
ortogonal e um a de 1,68 ¢ um DCC rotacional (MATEUS et al., 2001).

Os pontos centrais melhoram as estimativas dos efeitos quadraticos e possibilitam
graus de liberdade adicionais para o erro. Além disso, 0s pontos centrais permitem informacao
extra quanto ao centro da regido experimental, onde os melhores valores resposta estdo
frequentemente localizados (MATEUS et al., 2001). A Figura 2.6 € uma representacdo

esquematica de um DCCR.
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Figura 2.6 — Representagdo de um delineamento composto central rotacional.
(Fonte: adaptado de MATEUS et al., 2001).
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E possivel ainda elaborar um modelo matematico, que se validado estatisticamente,
pode ser usado para obtencdo da Superficie de Resposta. A Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR), do inglés “Response Surface Methodology” (RMS), ¢ uma técnica de
otimizacdo baseada em planejamentos fatoriais e analise de experimentos, que procura
relacionar respostas com o0s niveis de fatores quantitativos e suas interacdes
(CHAVES, 2008). Esta metodologia € atil na determinacdo da influéncia de uma ou mais
variaveis sobre outra variavel de interesse, podendo ser descrita pela Equacédo 2.1:

Y = o+ Z BiXi+ T BiXiXj +Z BiXi*+ & (2.1)
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onde:

- 'Y é a variavel de resposta;

- Xj, X; sdo as variaveis referentes aos fatores;

- Bo é 0 ponto de intersecdo;

- Bi sdo referentes aos efeitos lineares;

- Bii séo referentes aos efeitos quadraticos;

- Bij sdo referentes aos efeitos de interagéo dupla;
- ¢ ¢ 0 erro experimental (MATEUS et al., 2001).

Muitos trabalhos podem ser encontrados na literatura desenvolvidos a fim de
aperfeicoar a sintese de biodiesel, atraves do uso de delineamento experimental. Nesse
sentido, Shao et al. (2008) realizaram a otimizacdo do processo de producéo de biodiesel de
colza atravéz de um planejamento fatorial 2*, para encontrar as condicdes 6timas de operacio
por meio da metodologia de superficie de resposta (MSR). A lipase de Candida rugosa
imobilizada em esferas de quitosana foi utilizada como catalisadora, e metanol como alcool
da reacdo. O rendimento maximo de metil ésteres foi de 63,6 %, numa temperatura de reacéo
de 45 °C; razdo molar de 4:1 alcool:6leo; 8 % de enzima e 6 % de agua. Os autores
concluiram que essa metodologia é uma ferramenta adequada para a otimizacdo do processo
de producéo de biodiesel, uma vez que a analise de MSR mostrou boa correspondéncia entre
0s valores experimentais e 0s previstos.

Shieh et al. (2003) também empregaram a metodologia de superficie de resposta
(MSR) para avaliar a eficiéncia da reacdo de metandlise de 6leo de soja utilizadando a lipase
de Rhizomucor (Lipozyme IM-77) como catalisadora. Os autores obtiveram 92 % conversao
de biodiesel em 6,3 h de reacéo a 37 °C utilizando uma proporcdo molar de 3,4:1 alcool:6leo,
na presenca de 5,8 % de agua.

Do mesmo modo, Rodrigues et al. (2008b) desenvolveram a sintese de ésteres etilicos,
utilizando 6leo de soja e etanol num sistema isento de solvente, catalisado pela lipase de
Thermomyces lanuginosus. Um planejamento composto central aliado a MSR foram
utilizados para otimizar a sintese de biodiesel a partir dos parametros: tempo de reacao;
quantidade adicionada de agua; temperatura; razdo molar alcool:6leo e teor de enzima. O
rendimento maximo obtido experimentalmente foi de 96 %, valor muito préximo do maximo

previsto na andalise de 94,4 %. Estes valores demonstram que 0 modelo empirico derivado de
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MSR pode ser usado para descrever adequadamente a relagéo entre os parametros de reacao e

da resposta (rendimento de conversdo) na sintese de biodiesel.
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CAPITULO 3

Materiais e Métodos

3.1 Materiais e reagentes

Lipase comercial de Candida antarctica (Lipozyme CALB) foi gentilmente cedida
pela empresa LNF Latino Americana (Bento Goncalves, Brasil). Lipase de Candida
antarctica imobilizada em resina acrilica (Novozym 435) e suporte poroso de estireno-
divinilbenzeno MCI GEL CHP20P (Mitsubishi Chemical Corporation.) foram obtidos da
empresa Sigma Aldrich Corporation (Saint Louis, USA). Oleo de soja refinado foi adquirido
de um supermercado local sem qualquer tratamento prévio. Metanol, hexano e outros

reagentes quimicos foram de grau analitico.
3.1.1 Caracteristicas fisicas dos suportes de imobilizacéo

3.1.1.1Resina macroporosa metacrilato de metil-co-divinilbenzeno

O suporte utilizado na imobilizacdo comercial de CALB possui um tamanho de
particula entre 315 pm e 1000 pm, &rea superficial de 130 m® g™ e diametro de poro de 150 A
(CHEN et al., 2008).
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3.1.1.2 Resina macroporosa estireno-divinilbenzeno (MCI GEL CHP20P)
Este suporte apresenta um tamanho de particula de 75 pm a 150 um, uma area
superficial média de 500 m*g™, e poros com diametro de 500 A (HERNANDEZ et al., 2011).

3.2 Métodos

Todos os experimentos desenvolvidos neste trabalho tiveram a finalidade de realizar
uma comparagdo entre os dois tipos de derivados imobilizados de Candida antarctica: a)
lipase Novozym 435 imobilizada comercialmente e denominada neste trabalho por CALB-
435; b) lipase imobilizada no laboratério em um suporte altamente hidrofébico denominada
de CALB-MCI.

3.2.1 Procedimento de imobilizacao

Os itens a seguir descrevem 0s processos para a imobilizacdo da enzima CALB no
suporte MCI GEL CHP20P. Estes procedimentos foram desenvolvidos pelo grupo de
pesquisa do professor Roberto Fernandez-Lafuente, do Instituto de Catalises — ICP
(Departamento de Biocatalises) do Consejo Superior de Investigaciones Cientificas em

Madrid, através de uma parceria entre o referido grupo e os orientadores desta pesquisa.

3.2.2 Hidratacéao do suporte

Suportes de estireno-divinilbenzeno sdo altamente hidrofébicos e devem ser tratados, a
fim de permitir que a 4gua possa penetrar em seus poros, diminuindo sua hidrofobicidade.
Uma amostra de 5 g de suporte foi ressuspensa em 50 mL de solucéo de acetonitrila durante 1
h sob agitacdo moderada, seguido pela adicdo de 50 mL de agua. Apds 1 h de agitacéo
moderada, o suporte foi filtrado e ressuspenso em 50 mL de &gua e mantido por mais uma
hora, sob agitacdo suave. Finalmente, o suporte foi lavado 5 vezes em um funil de vidro com

5 volumes de agua.
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3.2.3 Imobilizagdo por adsorcao

Uma quantidade de 5 g do suporte hidratado foi ressuspensa em 250 mL de uma
solucdo enzimatica de lipase (CALB) contendo 600 mg de proteina. A solucgdo era constituida
de tampéo fosfato de s6dio 10 mM, pH 7. A mistura foi colocada a 20 °C durante 24 h, sob
agitagdo suave. Apos o tempo determinado, foi medida a atividade do sobrenadante atraveés do
ensaio PNPB (HERNANDEZ et al., 2011) para verificar a ocorréncia da imobilizagdo. A

enzima imobilizada foi filtrada e lavada com tampéo fosfato de sddio 10 mM, pH 7.
3.2.4 Delineamento experimental

Para uma avaliacdo mais precisa da influéncia de uma determinada variavel sobre o
rendimento da reacdo no processo de sintese de biodiesel metilico, realizou-se um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com trés varaveis. Os oito primeiros
ensaios referem-se ao planejamento fatorial completo 23, com niveis -1 e +1, cuja funcdo é
fornecer os parametros lineares (L) do modelo de regressdo. Os demais ensaios referem-se aos
pontos axiais que foram realizados nos niveis: -1,68; 0 e +1,68, cuja funcdo € fornecer os
parametros quadraticos (Q) do modelo de regressdo. Os Ultimos 4 ensaios (nivel 0) sdo uma
quadruplicata no ponto central, cujo objetivo é avaliar o erro experimental (padrdo) do
planejamento.

A selecdo das variaveis que mais influenciam no processo de producéo de biodiesel foi
definida com base em trabalhos disponiveis na literatura (RODRIGUES e AYUB, 2011), e 0s
valores das variaveis independentes e seus valores codificados e ndo codificados seguem na
Tabela 3.1.

Neste trabalho, a massa do Oleo de soja, a agitacdo e a temperatura usada em cada
experimento foram mantidas constantes em 1 g (1,101 mmol), 180 rpm e 30 °C,
respectivamente. Cabe ressaltar que o tempo de reacdo foi no maximo de 6 h, com amostras
retiradas em determinados intervalos de tempo para medir a taxa inicial da reacdo

(mmol L™ h).
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Tabela 3.1- Varidveis do processo de transesterificagdo e dos seus limites utilizadas na CCD.

Variaveis Nome Niveis codificados
-1,68 -1 0 1 1,68
X, Razédo molar do substrato 3 4.21 6 7.78 9
(metanol:6leo de soja) ’ '
X, Teor de enzim,a 5 9,04 15 20,95 25
por massa de 6leo (%)
X Quantidade de agua 0 2,02 5 7,97 10

por massa de 6leo (%)

3.2.5 Andlise estatistica

A influéncia dos fatores foi avaliada no programa Statistica 7.0 (Statsoft, EUA), no
qual as variaveis independentes foram: razdo molar metanol:6leo, quantidade de enzima e
quantidade de agua.

Os experimentos foram realizados segundo a matriz de planejamento obtida, obtendo-
se uma resposta, ou seja, a taxa inicial de reagé@o. Os efeitos das varidveis, 0s respectivos erros
e a significancia estatistica (p) foram calculados a um limite de confianca de 95 %. A Analise
de Residuos foi realizada através do Teste de Significancia do ajuste do modelo, baseados na
Andlise de Variancia (ANOVA). O modelo polinomial de segunda ordem utilizado para
modelagem dos dados experimentais foi determinada por equacdo de Fisher F-teste (Equacéo
3.1). A variancia explicada pela modelo é dada pelos coeficientes de determinacdo multipla,
R?. As curvas de contorno e as superficies de respostas foram obtidas para definir as faixas

Otimas operacionais de cada variavel.

Y = Bo + BaXy + BaXo + BaXz + PraXiot PooXoot PazXaz + PraX1Xo HP13X1 X3 + P2sXoXs + €
(3.1)

3.2.6 Reac0es de transesterificacao

As reacdes para ambos derivados de CALB foram realizadas em frascos Erlenmeyer
de 50 mL com volume fixo de 1 g de 6leo de soja, e quantidades variaveis de metanol, dgua e
enzima, de acordo com a Tabela 3.1 do delineamento experimental (Se¢do 3.3). As misturas

foram levadas para agitador orbital a 180 rpm a 30 °C.
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3.2.7 Analise por Cromatografia Gasosa (CG)

Ao término das reagdes, o contetdo dos frascos foi transferido para tubos tipo Falcon
e lavado com 5 mL de &gua destilada a fim de promover a separacdo dos esteres metilicos
sintetizados. Os tubos foram centrifugados a 2500 g durante 5 min para separacdo das fases
formadas, sendo elas: a) fase superior contendo os ésteres metilicos (biodiesel) e b) fase
inferior contendo o glicerol, os mono-, di-, e triglicerideos ndo reagidos e a enzima
sedimentada.

Para o procedimento de analise do biodiesel, 0,1 mL de amostra foi misturada a
0,1 mL de padrdo interno butil-hidroxitolueno de concentracdo 0,4 mg mL™. As amostras
foram analisadas em triplicata, no cromatografo gasoso da marca Shimadzu, modelo GC-14B,
equipado com detector de ionizacdo de chama (FID) e coluna capilar SLB-1L100 (30 m x
0,25 mm i.d x 0,20 um) (Supelco). A temperatura do injetor foi de 250 °C, relacdo split =
50:1 e a temperatura do detector FID foi 250 °C. O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio
com fluxo de 40 cm seg™. As condigbes cromatograficas foram: temperatura inicial da coluna
de 100 °C, taxa de aquecimento de 3 °C min™ até atingir a temperatura final de 250 °C. A
quantidade de amostra injetada foi de 1 pL e o tempo total da analise foi de 60 min.

O teor de esteres em cada amostra (C) foi calculado pela Equacdo 3.2, baseado em
uma adaptacdo na Norma 14103 — método utilizado para a determinacdo da porcentagem de
ésteres metilicos de acidos graxo presentes em uma amostra por cromatografia gasosa com
calibracdo interna — adequada para biodiesel com ésteres metilicos entre Cy4 € Cy4. Nesse
caso, determinou-se o percentual total de ésteres em cada amostra, e a partir disso a taxa

inicial da reacao.

C (%) = 22 « VR 900 04 (32)

Apr M amostra

Na qual,

>A = Soma da area total dos picos de ésteres metilicos de Cy4 até Cyy;
Ap; = Area do pico correspondente ao padro interno;

Cr = Concentragdo do padrdo interno (mg mL™);

Vp = Volume de padréo interno (mL);

m = Massa da amostra (mg).
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3.2.8 Reuso da enzima imobilizada

Ambos os derivados imobilizados de CALB foram testados quanto a reutilizacdo em 8
ensaios sequenciais. As reacOes de transesterificacdo tiveram duracdo de 24 h e foram
conduzidas de acordo com as condi¢cdes operacionais otimizadas na Secdo 3.2.4 do
delineamento experimental.

Ao término de cada ensaio, as enzimas foram separadas do meio de reagdo por simples
filtracdo e submetidas a dois diferentes tratamentos antes do novo ciclo: a) lavagem com
30 mL de solvente hexano e b) sem lavagem. Depois disso foram secas durante 24 h a 40 °C.
A cada etapa de reutilizacdo, as enzimas foram pesadas e 0 volume dos reagentes da reagédo
foi corrigido para um valor proporcional a quantidade do biocatalisador, visto que poderiam

ocorrer pequenas perdas de massa do material no processo.



RESULTADOS E DISCUSSAO

CAPITULO 4

Resultados e Discussao

4.1 Otimizacao dos parametros para transesterificacao

Tendo como objetivo estudar as varidveis relevantes na reacdo de transesterificacéo,
utilizou-se um planejamento experimental verificando a influencia de trés variaveis
independentes: razdo molar metanol:6leo, concentracdo de enzima e concentracdo de agua na
resposta taxa inicial de reacdo enzimatica (mmol L™ h?). A Tabela 4.1 mostra a matriz de
planejamento dos dados experimentais, bem como o resultado da taxa inicial de reacédo para as
enzimas CALB-435 e CALB-MCI.

Este tipo de planejamento permitiu a obtencdo de modelos matematicos com
parametros lineares e quadraticos (multipla regressdo) das variaveis estudadas. Foram
calculados os efeitos principais e de interacdo das variaveis, 0s seus respectivos coeficientes
para 0 modelo matematico, bem como a analise de variancia - ANOVA para determinar a

validade do modelo.
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Tabela 4.1 - Valores reais e codificados e resposta do DCCR para as enzimas CALB-435 e CALB-
MCI

CALB-435 CALB-MCI
Experimento metalzgf:éleo Enzima (%)  Agua (%) Tax?;:ég?' de Tax?e;n(;géal de
(mmolL™*h?)  (mmol L h}
1 4201(-1)  904(-1)  202(-1) 3,46 15,24
2 4201(-1)  904(-1) 797 (+1) 5,80 6,82
3 4211(-1) 20,95 (+1) 2,02 (-1) 14,86 29,07
4 421:1(-1)  2095(+1) 7,97 (+1) 22,78 24,38
5 7781(+1)  904(-1)  2,02(-1) 1,95 7,98
6 7781(+1)  904(-1)  7.97(+1) 3,35 2,60
7 7781(+1)  2095(+1)  2,02(-1) 11,95 25,26
8 7781 (+1)  2095(+1) 7,97 (+1) 12,49 14,20
9 3:1 (- 1,68) 15 (0) 5 (0) 20,08 31,98
10 9:1 (+ 1,68) 16 (0) 5 (0) 10,63 18,73
11 6:1 (0) 5 (- 1,68) 5 (0) 6,77 4,92
12 6:1 (0) 25 (+ 1,68) 5 (0) 50,07 47,68
13 6:1 (0) 15 (0) 0 (- 1,68) 15,31 41,56
14 6:1 (0) 15 (0) 10 (+1,68) 21,64 8,93
15 6:1 (0) 15 (0) 5 (0) 18,81 23,51
16 6:1(0) 15 (0) 5 (0) 22,18 24,11
17 6:1(0) 15 (0) 5 (0) 24,22 20,90

4.1.2 Otimizacdo das condicdes reacionais para lipase B de Candida antarctica

imobilizada comercialmente (CALB-435)

De acordo com a Tabela 4.1 (Secdo 4.1), a maior taxa inicial de reacdo para a sintese
de ésteres com a enzima CALB-435 foi de 50,07 mmol L™ h, obtido no experimento 12 nas
seguintes condicdes de processamento: Razdo molar alcool:6leo 6:1, 25 % de enzima e 5 %
de &gua. A partir dos dados apresentados nesta tabela e com auxilio do software Statistica 7.0
foi analisado o efeito de cada um desses parametros na taxa de reacdo de sintese de ésteres
metilicos.

Na Tabela 4.2 encontram-se os coeficientes de cada varidvel estudada, assim como 0s
valores dos efeitos, p-valor e seus respectivos erros padrdes. Para que seja tomada a decisao
de que os efeitos calculados sejam estatisticamente significativos, o valor de p correspondente

deve ser menor do que 0,05, ao nivel de significancia de 95 %.
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Tabela 4.2 - Anélise estatistica do DCCR para CALB-435.

Variaveis Efeito g;?;géegte de Eég?igs;rllrtaeo do p-valor
Média* 22,525 22,525 1,574 0,005
Linear

X1 -4,845 -2,423 1,479 0,082
Xo* 18,612 9,306 1,479 0,006
X3 3,350 1,675 1,479 0,152
Quadratico

XXy * -9,795 -4,898 1,630 0,027
XX 0,879 0,440 1,630 0,644
XaX3* -7,584 -3,792 1,630 0,043
Interagdes

X1 X -2,312 -1,156 1,932 0,354
X1 X3 -2,080 -1,040 1,932 0,394
XoX3 1,179 0,589 1,932 0,604

* Estatisticamente significativo a 95 % de confianca. X; - Razdo molar alcool:6leo; X, - Quantidade de enzima;
X3 - Quantidade de agua.

O efeito linear da varidavel quantidade de enzima (X;) e os efeitos quadraticos das
variaveis razao molar (X;) e quantidade de agua (X3) foram estatisticamente significativos, ao
nivel de 95 % de confianca. Todos os outros efeitos ndo foram significativos (resultados
correspondentes sdo apresentados na Figura B1 do Apéndice B).

Os dados experimentais foram ajustados pelo modelo de regressdo considerando
apenas as variaveis que possuem efeito significativo. A equacao obtida para a taxa inicial de

reacao é dada pela Equacédo 4.1:

Y =22,52 + 9,30 X, — 4,89 X;% — 3,79 X5° (4.1)

A analise de variancia (ANOVA) para o0 modelo foi realizada com um nivel de
confianca de 95 % para p = 0,0109, e a avaliacdo da qualidade estatistica do modelo foi
determinada pelo teste de Fisher, revelando um valor de F calculado de 6,50. O coeficiente de
determinacdo apresentou um valor de R? de 0,71.

Analisando esta modelagem, o valor do coeficiente ficou um pouco abaixo de
esperado, onde os valores ideais que explicam melhor o modelo sdo aqueles mais proximos de
1. Algumas alternativas para a correcao desse valor seriam aumentar o intervalo dos niveis da
varidvel mais problematica (quantidade de enzima) e a inclusdo de mais variaveis no

planejamento, que mesmo que tenham muito pouco poder explicativo sobre a variavel
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dependente, aumentariam o valor de R? Entretanto, isto incentivaria a inclusio
indiscriminada de varidveis, prejudicando o principio da parciménia (FARBER, 2010).

Foram construidos graficos de curvas de contorno, pois permitem a definicdo das
condi¢des mais adequadas que maximizam a resposta, mostradas na Figura 4.1. Os gréaficos
foram utilizados para definir as faixas 6timas operacionais para o processo de producgdo do
biodiesel metilico de 6leo de soja com o derivado CALB-435, em funcdo da taxa inicial de

reacao.


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Princ%C3%ADpio_da_parcim%C3%B3nia&action=edit&redlink=1
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Quantidade de enzima (%)

20 15 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1.5 2,0

Quantidade de dgua (%)

2,0 1,5 -1,0 0.5 0,0 0,5 1,0 15 2,0

Quantidade de enzima (%)

Quantidade de dgua (%)

Figura 4.1 - Curvas de contorno para CALB-435 em funcdo da taxa inicial de reacéo de sintese de
ésteres metilicos (mmol L™ h™) para (A) Razdo molar alcool:6leo versus quantidade de enzima; (B)
quantidade de &gua versus quantidade de enzima; (C) Raz&o molar versus quantidade de 4gua. Os
menores valores na escala correspondem aos menores niveis da varidvel, enquanto que os valores
maiores representam os niveis mais elevados da mesma.
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A Figura 4.1 (A) representa o efeito da interacdo entre as variaveis razdo molar e
quantidade de enzima sob a taxa inicial de reacdo, mantendo-se a variavel quantidade de agua
fixada no ponto central. Um acréscimo na quantidade de enzima resulta em uma melhora na
taxa inicial da reacdo, desde que a razdo molar mantenha-se num nivel intermediério. O
mesmo ocorre na Figura 4.1 (B), que indica o efeito das varidveis quantidade de enzima e
quantidade de &gua, com a variavel razdo molar fixada no ponto central. Nesta figura, a maior
taxa inicial de reacdo serd obtida no maior nivel de quantidade de enzima, com um nivel
medio de &gua. A Figura 4.1 (C) representa o efeito das variaveis razdo molar e quantidade de
agua sob a taxa inicial de reacdo, mantendo a variavel quantidade de enzima fixada no ponto
central. Ambas devem situar-se em niveis intermediarios para se obter as maiores taxas de
reacdo (resultados complementares sdo apresentados nas Figuras B3) A, B4) A e B5) A, no
Apéndice B).

Através da otimizacdo fornecida pela analise estatistica, pode-se concluir que a maior
taxa de reacdo para a sintese de esteres sera obtido com os seguintes niveis: razdo molar
alcool:6leo -0,22, quantidade de enzima +1,68 e quantidade de agua 0,22. Sob estas
condicdes, o valor predito pelo programa para a taxa inicial de reagdo é de 54 mmol L™ h™.

Foram realizados novos experimentos para a sintese de biodiesel metilico com as
condicdes otimizadas experimentalmente, exploradas com base no DCCR. A massa de Gleo, a
agitacdo e a temperatura de operagdo continuaram mantendo-se constantes em 1 g, 180 rpm e

30 °C respectivamente. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Resultados da otimizacao das variaveis de reacdo para enzima CALB-435.

Taxa inicial de reacdo
(mmol L™ hhy

Codificada Decodificada*

X1 Xz X3 RM % ENZ % AGUA

-0,22 1,68 -0,22 5,6:1 25 5,44 51,47
* RM = Raz&o molar alcool:6leo; % ENZ = quantidade de enzima; % AGUA = quantidade de agua.

De acordo com as condicBes otimizadas, foi obtida uma taxa inicial de reacdo de 51,47
mmol L™ h™ (Tabela 4.3), proximo ao valor predito pelo modelo, confirmando os dados de
otimizacdo fornecidos pela Metodologia de Superficie de Resposta. Dessa forma, o0s
experimentos seguintes para o estudo do melhor tempo de reacdo, bem como os ciclos de

reuso da enzima foram desenvolvidos nessas condi¢des otimizadas.
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4.1.3 Otimizacdo das condigOes reacionais para a lipase B de Candida antarctica
imobilizada em suporte hidrofébico MCI GEL CHP20P (CALB-MCI)

A maior taxa inicial de reacdo com a enzima CALB-MCI foi de 47,68 mmol L™ h?,
obtido no experimento 12 nas seguintes condi¢des de processamento: Razdo molar alcool:6leo
6:1, 25 % de enzima e 5 % de 4gua (Tabela 4.1 — Secdo 4.1). A partir dos dados apresentados
na referida Tabela, e com auxilio do software Statistica 7.0 foi analisado o efeito de cada um
dos parametros da reagéo.

Os mesmos procedimentos de otimizacdo desenvolvidos para a CALB-435 foram
delineados para CALB-MCI, onde a Tabela 4.4 apresenta os coeficientes de cada variavel

estudada, assim como os valores dos efeitos, p-valor e seus respectivos erros padroes.

Tabela 4.4 - Anélise estatistica do DCCR para CALB-MCI

o . Coeficiente de Erro padrdo do

Variaveis Efeito x . p-valor
regressao coeficiente

Média* 23,514 23,514 0,985 0,002
Linear
X* -6,995 -3,497 0,925 0,017
Xo* 19,364 9,682 0,925 0,002
Xs* -12,367 -6,183 0,925 0,006
Quadratico
XXy -2,729 -1,365 1,020 0,116
XoXs -2,062 -1,031 1,020 0,181
X3X3 -2,812 -1,406 1,020 0,110
Interacdoes
XXz -0,630 -0,315 1,209 0,654
X1 X3 -0,830 -0,415 1,209 0,563
XoX3 -0,489 -0,244 1,209 0,725

* Estatisticamente significativo a 95 % de confianca. X; - Razdo molar alcool:6leo; X, - Quantidade de enzima;
X3 - Quantidade de agua.

Pela Tabela 4.4 acima, é possivel verificar que o efeito linear da quantidade de enzima
(Xy) foi positivo e significativo, indicando que as maiores taxas de reacdo foram obtidos nos
niveis mais elevados desta variavel. As variaveis lineares quantidade de agua (X3) e razdo
molar (X;) também foram estatisticamente significativas, mas nesse caso apresentaram
influéncia negativa, onde o aumento dessas variaveis ocasionou uma diminuicdo na taxa de

reacdo (resultados correspondentes sdo apresentados na Figura B1 do Apéndice B).
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Os dados experimentais da conversdo foram ajustados pelo modelo de regresséo
considerando apenas as variaveis que possuem efeito significativo. O modelo matematico
obtido para a taxa inicial de reacdo é descrito pela Equacdo 4.2, sendo estatisticamente

validado:
Y =23,51-3,49 X; + 9,68 X, — 6,18 X3 4.2)

A anédlise de variancia (ANOVA) para o modelo foi realizada com um nivel de
confianca de 95 % para p = 0,0317, e a avaliacdo da qualidade estatistica do modelo foi
determinada pelo teste de Fisher, mostrando valores de F calculado de 4,40. A modelagem
mostrou-se adequada com o valor de R? de 0,78.

De forma analoga a CALB-435, plotou-se as curvas de contorno para as variaveis
estatisticamente significativas para a enzima CALB-MCI, demonstrado na Figura 4.2.
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Quantidade de enzima (%)

12,0 15 -1,0 0.5 0,0 0,5 1,0 1.5 2,0

Quantidade de dgua (%)

Quantidade de enzima (%)

Quantidade de dgua (%)

Figura 4.2 — Curvas de contorno para CALB-MCI em funcéo da taxa inicial de reacdo de sintese de
ésteres metilicos para (a) Razdo molar versus quantidade de enzima; (b) quantidade de 4gua versus
quantidade de enzima; (c) Raz&o molar versus quantidade de 4gua. Os menores valores na escala
correspondem aos menores niveis da variavel, enquanto que os valores maiores representam os niveis
mais elevados da mesma.



41

Na Figura 4.2 (A) esta representado o efeito da interacdo entre as variaveis quantidade
de enzima e razdo molar sob a taxa inicial de reacdo, com a variavel quantidade de &gua
mantida constante no ponto central. Observa-se que 0s maiores valores da taxa de reacdo sera
alcangado com 0s maiores niveis de quantidade de enzima, desde que, seja utilizado os
menores niveis de razdo molar. A Figura 4.2 (B) indica o efeito das variaveis quantidade de
enzima e quantidade de &gua, com a varidvel razdo molar fixada no ponto central. Nesta
figura, a maior taxa inicial de reacdo seré obtida no maior nivel de quantidade de enzima, com
um menor nivel de quantidade de 4gua. Na Figura 4.2 (C) é representado o efeito de interacdo
entre as variaveis razao molar e quantidade de dgua sob a taxa inicial de reacdo, mantendo a
variavel quantidade de enzima fixada no nivel 0. Ambas devem situar-se nos menores niveis
para se obter as maiores taxas de reacdo (resultados complementares sdo apresentados nas
Figuras B3) B, B4) B e B5) B, no Apéndice B).

A partir do efeito de cada uma das variaveis, pode-se concluir que a maior taxa inicial
de reagéo serd obtido com os seguintes niveis: razdo molar -1,68, quantidade de enzima +1,68
e quantidade de d4gua -1,28. Sob estas condi¢des, o valor predito pelo modelo para se obter a
maior taxa inicial de reacio é de 47,6 mmol L™ h’.

Novos experimentos foram realizados com o derivado CALB-MCI para a sintese de
biodiesel metilico com as condi¢des otimizadas experimentalmente, exploradas com base no
DCCR. A massa de 0leo, a agitacdo e a temperatura de operacdo foram constantes em 1 g,

180 rpm e 30 °C respectivamente. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Resultados da otimizacao das variaveis de reacdo para enzima CALB-MCI.
Taxa inicial de reacdo
(mmol L™ hhy

Codificada Decodificada*

X1 Xz X3 RM % ENZ % AGUA

-1,68 +1,68 -1,28 3:1 25 1,18 57,0
* RM = Razdo molar alcool:6leo; % ENZ = quantidade de enzima; % AGUA = quantidade de agua.

Uma taxa inicial de reacdo de 57 mmol L™ h™ foi alcancada (Tabela 4.5) apés a
otimizacdo das variaveis. Este valor foi um pouco superior ao predito pelo modelo, entretanto,
aprova os dados de otimizacdo fornecidos pela Metodologia de Superficie de Resposta. Os
experimentos seguintes de analise do tempo de reacdo e reuso da enzima foram conduzidos
sob estas novas condigdes otimizadas.

Numa analise geral de comparacdo entre as duas formas imobilizadas da enzima de

Candida antarctica, em praticamente todos os experimentos a CALB-MCI apresentou as
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maiores taxas iniciais de reacdo. Constatou-se que tanto para CALB-435 como para CALB-
MCI, a quantidade de enzima foi a varidvel que apresentou a maior influéncia na taxa inicial
de reacdo, onde 0s maiores niveis das varidveis forneceram os melhores resultados, tal como
ja foi reportado em outros estudos (CHANG et al., 2005; LI et al., 2006; RAHMAN et al.,
2008; ZHENG et al., 2009; KUO et al., 2012).

Devido ao custo elevado das enzimas, é importante determinar a quantidade adequada
a ser usada, a fim de se obter altas conversdes. O acréscimo de enzima na reacdo favorece o
aumento da velocidade de reacdo, implicando no maior nimero de sitios ativos no meio
reacional, promovendo assim maiores taxas de conversdo de ésteres metilicos (HA et al.,
2007). Entretanto, de acordo com Rodwell e Kennnnelly (2003), apenas as moléculas de
substrato que sdo combinadas com a enzima podem ser transformadas em produto, e dessa
forma, h& um limite onde o aumento na quantidade de enzimas ndo afeta a formacdo do
produto e velocidade da reacdo mantém-se constante (KRISHNA et al., 2000; RODRIGUES
et al., 2009c). No presente trabalho, a formacdo de produto teve um aumento gradual com o
acréscimo de enzima dentro do tempo estipulado para o estudo, ndo sendo possivel observar
uma taxa inicial de reacédo constante.

No caso da variavel razdo molar metanol:6leo, a presenca de maiores quantidades de
substrato, em geral, aumenta a probabilidade de colisdes entre a enzima e o substrato,
conduzindo a um aumento na taxa inicial de reacdo (GUNAWAN et al., 2005). Sabe-se que a
transesterificacdo, sendo uma reacdo de equilibrio, o excesso de alcool em pelo menos 3
equivalentes molares ira deslocar o equilibrio quimico da reacdo em direcdo a formacdo dos
ésteres, elevando a taxa de reacdo. Porém, o uso de um alto volume de alcool pode distorcer a
camada de agua essencial que estabiliza a enzima imobilizada, diminuindo a sua atividade
catalitica, reduzindo o teor de ésteres metilicos (KOSE et al., 2002). Com isso, o efeito
negativo da razdo molar ja era esperado, uma vez que quantidades muito elevadas de alcool
tendem a formar uma camada na superficie da enzima que bloqueia o0 acesso do substrato ao
sitio ativo, inibindo ou até mesmo desnaturando a enzima, (YU et al., 2007). Além disso,
quando o contetdo de metanol excede o limite de solubilidade, a enzima é inativada pelo
metanol insollvel presente nas gotas de 6leo (AL-ZUHAIR et al., 2007).

Em um estudo desenvolvido por Talukder et al. (2009), 3:1 foi a razdo molar descrita
como sendo a ideal para reacdes de metandlise, confirmando os resultados obtidos no presente
trabalho. Este grupo de autores avaliou a transesterificacdo do 6leo de palma para a producéo

de biodiesel utilizando a lipase comercial de Candida antarctica (Novozym 435), por meio de
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trés diferentes métodos de reagdo. Num sistema livre de solvente, e com sucessivas adi¢oes de
metanol, o grupo concluiu que 3:1 é a proporcao mais adequada para se obter as maiores taxas
de conversdo, e consequentemente, em um maior rendimento de ésteres metilicos de 92 %
apés 24 h de reagdo.

Para Samukawa et al. (2000), o aumento da propor¢dao molar metanol:6leo afetou
negativamente o rendimento da metandlise do 6leo de soja com a lipase de Candida
antarctica (Novozym 435), previamente tratada com oleato de metila e 6leo de soja. O
contetdo de metanol foi otimizado em 3:1 equivalentes molar, tendo sido adicionado em
varias etapas. Dessa forma foi possivel obter uma alta taxa inicial de reacdo, com um
rendimento de conversdo de 97 % em 24 h de reacéo.

Do mesmo modo, Nie et al. (2006) realizaram reacGes de metandlise com a lipase de
Candida sp. 99-125 imobilizada em uma membrana téxtil, utilizando n-hexano como solvente
na reacdo. Um rendimento de ésteres de 96 % foi alcancado em 30 h de reacdo. Entretanto, de
acordo com Iso et al. (2001), ndo é desejavel o uso de solvente na reagéo, isto porque apos o
término da reacdo o solvente deve ser removido por destilacdo, extracdo ou outro método,
necessitando operacdes unitarias e energia adicionais.

A quantidade de agua utilizada nas reacfes desenvolvidas neste trabalho foi outra
variavel que apresentou um efeito negativo na taxa inicial da reacdo. Sabe-se que o nivel de
agua € um parametro crucial para a manutencdo da conformacéo tridimensional da enzima.
No entanto, a quantidade de &gua ndo deve ultrapassar o limite necessario para manter a
atividade enzimatica, pois taxas mais elevadas de agua no meio tendem a deslocar o equilibrio
da reacdo no sentido da hidrolise (NIE et al., 2006; ANTCZAK et al., 2009; SINGH e
SINGH, 2010).

Como as lipases possuem como caracteristica Unica de atuar na interface entre a fase
organica e a fase aquosa, a sua atividade geralmente depende da area interfacial. Dessa forma,
a agua facilita o aumento da area interfacial disponivel, auxiliando na atividade da lipase.
Aléem disso, agua atua como um “lubrificante”, aumentando a flexibilidade interna da
estrutura da enzima (NOUREDDINI et al.,, 2005), agindo também como um regulador
alostérico da lipase, induzindo uma alteracdo conformacional que expde o sitio ativo da
enzima para os substratos, alterando assim a taxa de reacdo (CHESTERFIELD et al., 2012).

Contudo, existe um nivel maximo de agua que promove 0 aumento da atividade
catalitica, quando este limite é ultrapassado, isto €, aumentando excessivamente a quantidade

de &gua, a reacdo de transesterificagdo torna-se prejudicada (SALIS et al., 2005). Segundo
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Ognjanovic et al. (2009), a lipase comercial de Candida antactica (Novozym 435) é menos
ativa na presenca de excesso de agua, e isso se deve ao fato de que a agua preenche 0s poros
do suporte (resina acrilica macroporosa), impedindo o acesso de substratos hidroéfobicos ao
sitio ativo da enzima (ROBLES-MEDINA et al., 2009).

Dessa forma, diversos trabalhos relatam que o excesso no conteddo de &gua
compromete o rendimento da rea¢do, mas que uma pequena fracdo € necessaria para manter a
estrutura terciéria da enzima ativa (ISO et al., 2001; NIE et al., 2006; FOREST] et al., 2007).
Tal como ocorreu no presente trabalho, Su e Wei (2008) também reportam que a uma baixa
concentracdo de agua é necessaria quando se utiliza a lipase de Candida antarctica em
reacOes de sintese de biodiesel. Os autores relataram que menos do que 0,75 % de &gua (em
relacdo a massa de 6leo) foi necessaria para manter a atividade catalitica da enzima, e quando
este valor aumentou, a taxa inicial de reacdo decaiu e, com isso, o rendimento da reagédo
diminuiu significativamente.

Resultados semelhantes a estes também foram descritos por Zheng et al. (2009), que
realizaram reacOes de metandlise com 6leo de soja catalisada pela mesma lipase (Novozym
435). Em um sistema utilizando tert-amil como solvente, com uma razdo molar alcool:6leo de
3:1, apenas 2 % de agua foi requerida para se obter 97 % de conversdo, em um tempo de
reacao de 15 h.

Quantidades um pouco maiores de dgua podem ainda ser aceitaveis em reacOes de
metanolise de 6leo de soja com a Novozym 435. Rodrigues et al. (2008a) utilizaram 4 % de
agua, 15 % de enzima e uma proporcdo molar de 5:1 metanol:0leo e puderam obter um
rendimento de conversao de ésteres metilicos de 45 %. Cabe ressaltar que este resultado foi

referente a uma reacdo de apenas 6 h, tal como foi descrito na atual pesquisa.

4.2 Cinética da reacdo de transesterificacéo

Na etapa do planejamento experimental (Se¢do 4.1), os resultados analisados foram
apresentados em termos de taxa inicial de reacdo, dada em mmol L™ h™. Contudo, nas
proximas etapas deste trabalho, optou-se por demonstrar os resultados sob a forma de
rendimento de conversdo de ésteres metilicos (%), buscando atingir o maximo rendimento
possivel.

Conforme mostrado no item anterior, todas as reagdes desenvolvidas no planejamento
experimental foram realizadas com duracdo méxima de 6 h. Entretanto, havia a necessidade

de estudar a cinética de conversdo da enzima, uma vez que o tempo de reacdo é considerado
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um importante parametro para a sintese de biodiesel, sendo um indicador de eficicia e de
desempenho econdmico.

As amostras foram retiradas em diferentes intervalos de tempo durante 72 h, e as
reacOes foram conduzidas com as condi¢fes otimizadas na se¢do 4.1, sendo elas: 25 % de
enzima, razdo molar metanol:6leo 5,76:1 e 5,52 % de &gua (para CALB-435); e 25 % de
enzima, razdo molar metanol:6leo 3:1 e 1,18 % de agua (para CALB-MCI).

Na Figura 4.3 abaixo, se encontra o resultado da conversdo de ésteres metilicos, nos
diferentes tempos de reacdo, promovida pelos derivados CALB-435 e CALB-MCI. Para
efeito de comparacdo e melhor apresentacdo, o teor de ésteres para as duas enzimas estdo
apresentados no mesmo grafico.
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Figura 4.3 — Cinética de sintese de metil ésteres sob as condi¢des otimizadas.
(-®@-) CALB-435; (-O-) CALB-MCI.

Analisando a Figura 4.3 é possivel verificar que o maior teor de ésteres metilicos foi
obtido no tempo de 72 h, tanto para a enzima imobilizada comercialmente (CALB-435)
guanto para a imobilizada neste trabalho (CALB-MCI). Nota-se também que a maior
diferenca no rendimento obtido entre os dois derivados foi nos tempos de 24 h e 48 h
(resultados correspondente sdo apresentados na Tabela A1 no Apéndice A).

Diversos trabalhos descrevem a boa eficiéncia catalitica do derivado comercial CALB-

435 (Novozyme 435) em reagdes de sintese de biodiesel (ROYON et al., 2007; SU e WEI,
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2008; TALUKDER et al., 2009; ZHENG et al., 2009), tal como foi citado neste estudo.
Entretanto, como indicado na Figura 4.3, o suporte de imobilizacdo MCI GEL CHP20P
mostrou-se mais eficiente em promover a acédo catalitica da lipase.

Essa diferenca do teor de ésteres apresentada pode ser explicada pelo tipo de suporte
empregado na imobilizagdo. Neste trabalho, os dois suportes eram hidrofobicos, o que é uma
caracteristica requerida pela lipase de Candida antarctica. No entanto, o suporte MCI GEL
CHP20P ¢ ainda mais hidrofébico que o suporte usado na imobilizacdo comercial da lipase, 0
que demonstra conferir alguma melhoria nas propriedades na enzima (HERNANDEZ et al.,
2011).

Apobs o procedimento de imobilizacdo, o sitio ativo da lipase permanece em contato
estreito com o suporte, 0 que ird promover um ambiente hidrofobico. Assim, caracteristicas
do suporte como hidrofobicidade e morfologia interna, podem alterar a intensidade da
adsorcdo da lipase sobre o suporte, induzindo alteragdes no ambiente do sitio ativo e,
portanto, modificando as caracteristicas cataliticas finais da lipase (FERNANDEZ-LORENTE
et al., 2008). E provavel que a imobilizacdo da enzima no suporte MCI GEL CHP20P possa
ter ocorrido de maneira a favorecer a interacdo enzima-substrato, diminuindo os efeitos
difusionais e aumentando a taxa inicial da reacdo (PETKAR et al., 2006). Além disso, de
acordo com Graebin et al. (2012), o suporte MCI GEL CHP20P impede a acumulacdo de
moléculas hidrofilicas no ambiente da enzima que poderiam provocar uma reducdo na acao
catalitica da lipase.

De acordo com CABRERA et al. (2009), mesmo que se imobilize a mesma lipase, em
suportes que apresentem caracteristicas semelhantes, as condi¢cGes de imobilizacdo podem
determinar as propriedades cataliticas finais da lipase imobilizada, principalmente, se o
protocolo de imobilizacdo puder induzir a estabilidade da estrutura enzimatica.

Recentemente, Graebin et al. (2012) realizaram um estudo de comparacéo da atividade
catalitica desses dois derivados imobilizados de Candida antactica (CALB-435 e CALB-
MCI) empregados na sintese de butil acetato. As preparac@es imobilizadas foram fervidas em
SDS para promover a dessorcdo das enzimas a partir do suporte, e a massa de enzima dos
sobrenadantes foram comparadas semiquantitativamente e analisadas em SDS-PAGE. Os
autores relataram que havia uma maior quantidade de enzima dessorvida na preparacdo
CALB-435 do que em CALB-MCI (Figura 4.4), indicando que a imobilizagéo da enzima sob

o0 suporte MCI GEL CHP20P promoveu um aumento significativo na atividade da enzima.



47

1 2 3
97 ==
66
45 -
30 ---
20~
14

.

Figura 4.4 — SDS-PAGE de diferentes
derivados de CALB.
Linha 1: marcador de peso molecular (kDa);
linha 2: CALB-435; linha 3: CALB-MCI.
(Fonte: adapatado de Graebin et al. 2012).

Dessa forma, com 0 aumento da atividade enzimatica, a acdo catalitica da lipase torna-
se mais efetiva, fornecendo maiores rendimentos na reacao, tal qual reportado no presente
trabalho.

Outro fator que pode ter provocado a diferenca no rendimento das reacfes tem a ver
com a area superficial da particula do suporte de imobilizacdo, bem como o didmetro do poro.
Segundo Forde et al. (2010), a enzima CALB tem uma certa preferéncia por suportes com
didmetro de poro superior: eles ndo apenas permitem o facil acesso da enzima como também
permitem um maior espaco para a entrada de substrato, facilitando o andamento da reacao.
Como indicado anteriormente, o suporte utilizado na imobilizacdo comercial de CALB (resina
macroporosa metacrilato de metil-co-divinilbenzeno) possui poros com diametro de 150 A
(CHEN et al., 2008), ja o suporte MCI GEL CHP20P (estireno-divinilbenzeno) apresenta
poros com didmetro de 500 A (HERNANDEZ et al., 2011). De acordo com Hernandez et al.
(2011), suportes com diametro de poro muito pequeno podem ter seus poros bloqueados apds
a imobilizacdo, deixando uma larga porcentagem de superficie interna inacessivel para a
enzima, o que pode ter contribuido para a menor eficiéncia catalitica do derivado imobilizado
de CALB-435.

4.3 Reuso da enzima

Com intuito de testar a melhor maneira de recuperar os biocatalisadores ap0s terem

sidos utilizados na sintese de biodiesel, oito ciclos de reutilizacdo foram desenvolvidos, e as
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condigdes reacionais utilizadas foram de acordo com a otimizagéo descrita na Secdo 4.1.
Nesta etapa, optou-se por conduzir a reagdo por 24 h, pois através desse tempo foi possivel
obter um bom teor de ésteres metilicos, com um gasto menor de energia.

Apds a secagem, o peso da enzima foi medido para se ter conhecimento das perdas
geradas em cada etapa. Contudo, as enzimas que passaram pelo tratamento sem lavagem néo
puderam ter seus pesos avaliados devido a alta quantidade de residuos que ficaram aderidos
na superficie do suporte de imobilizacéo, provocando um aumento na massa real dos mesmos.

Dessa forma, para o tratamento sem lavagem, foi considerado o peso do tratamento
com lavagem. Assim, as condi¢cOes reacionais foram mantidas fixas, reduzindo
proporcionalmente a quantidade de substrato nas reac6es subsequentes a fim de ndo alterar as
proporcoes.

Tabela 4.6 detalha as perdas acumuladas de enzima ocorridas em cada ciclo, apenas

para o tratamento com hexano.

Tabela 4.6 - Dados de perda de massa de enzima nos ciclos com tratamento com hexano.

CALB-435 CALB-MCI
Massa de enzima (g)  Perda (%) Massa de enzima (g) Perda (%)

Ciclo 1 0,75 - 0,75 -
Ciclo 2 0,71 5,53 0,697 7
Ciclo 3 0,69 8 0,68 9,3
Ciclo 4 0,62 17,3 0,57 24
Ciclo 5 0,59 21,33 0,49 34
Ciclo 6 0,57 23 0,44 40
Ciclo7 0,53 29 0,37 49
Ciclo 8 0,49 33 0,34 53

De acordo com a Tabela 4.6, a CALB-435 apresentou uma perda total de apenas 33 %.
O mesmo ndo ocorreu com a CALB-MCI, que teve uma reducéo total de 53 %. Essa perda de
massa esta relacionada com a caracteristica fisica do suporte MCI GEL CHP20P (p6), onde
no processo de filtracdo, o material ficou muito aderido ao filtro de vidro sinterizado,
facilitando a perda durante seu processamento.

Apds a recuperagdo, as enzimas que nao receberam nenhum tratamento, apresentaram
aspecto Umido, com a formagdo de aglomerados. Por outro lado, as enzimas submetidas as

lavagens com hexano tornaram ao aspecto original, eliminando tragos de substratos que
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ficaram ao redor do suporte. Na Figura 4.4 é possivel fazer uma comparagédo visual do aspecto

fisico das enzimas submetidas ao tratamento com hexano (a e b); e sem tratamento (c e d).

N

Figura 4.5 — Enzimas recuperadas ap6s o 1° ciclo reacional.
Tratamento com hexano: a) CALB-435 e b) CALB-MCI;
Tratamento sem lavagem: ¢) CALB-435 e d) CALB-MCI.

De acordo com MARTINS et al. (2011), a secagem do biocatalisador tem um efeito
importante e positivo sobre a estabilidade da enzima, sendo um procedimento conveniente
antes da sua reutilizacdo. Quando o biocatalisador foi seco, alguns dos residuos volateis
(substratos, produtos, solventes) que poderiam afetar a reacdo foram removidos a partir da
matriz de suporte, mantendo a atividade da enzima e contribuindo para manter a sua acéo
catalitica.

A seguir, na Figura 4.5 encontram-se os dados referentes ao teor de ésteres metilicos
obtidos em cada ciclo de reuso, em termos de atividade relativa (%) onde o primeiro ciclo foi

considerado como sendo 100 %.
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Figura 4.6 — Estabilidade operacional dos biocatalisadores em 8
ciclos de reuso. (—-O-) CALB-MCI; (-[]-) CALB-435. Simbolos
fechados: tratamento com hexano; Simbolos abertos: sem tratamento.
Todas as reac6es foram desenvolvidas sob as condi¢fes otimizadas
com duracdo de 24 h.

Observa-se na Figura 4.5 que a lavagem com hexano foi um étimo tratamento, tanto
para CALB-435 quanto a CALB-MCI, mantendo a atividade da enzima em cerca de 70 %,
mesmo apds 8 ciclos de reuso (resultados complementares sdo apresentados na Tabela A2 do
Apéndice A). De acordo com Rodrigues et al. (2008a), o hexano proporciona uma maior
retencdo na atividade da lipase. Este solvente apolar promove a remocdo da camada
Oleo/biodiesel formado em torno na enzima que provoca a perda da atividade e limita a
difucdo de substrato e produto. Além disso, remove quaisquer residuos de substratos ou
produtos que fluem para dentro do suporte poroso, que poderiam inativar ou inibir a atividade
da lipase (HSU et al., 2004; MARTINS et al., 2011; FRIEDRICH et al., 2012).

Assim como foi demonstrado neste estudo, diversos outros trabalhos séo citados na
literatura que indicam a lavagem com hexano como sendo um método adequado e eficiente
para manter a atividade operacional da enzima, proporcionando dessa forma a reutilizacdo do
biocatalisador (RODRIGUES et al., 2008b; RODRIGUES et al., 2009¢c; TALUKDER et al.,
2010; FRIEDRICH et al., 2012; GRAEBIN et al., 2012).
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Para as reagdes que ndo receberam tratamento com hexano, a atividade enzimética
teve uma queda de 80 % para ambos derivados. Isso provavelmente aconteceu devido a
acumulacao de glicerol e outros residuos que ficaram aglomerados em torno das particulas do
suporte, impedindo a acdo catalitica da lipase. Conforme Du et al. (2003), moléculas de
glicerol quando aderem-se na superficie do suporte, formam um revestimento hidrofilico na
enzima que torna-as inacessiveis as moleculas de substratos hidrofébicos, como o 6leo,

reduzindo drasticamente o rendimento da reagéo.
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CAPITULOS5

Conclusoes

Neste trabalho, estudou-se o processo de sintese de ésteres metilicos (biodiesel) a
partir da transesterificacdo do 6leo de soja, sendo a reacédo catalisada pela lipase B de Candida
antarctica imobilizada em suportes hidrofébicos. Foram utilizados dois derivados
imobilizados da enzima: CALB-MCI (lipase imobilizada em suporte MCI GEL CHP20P) e
CALB-435 (lipase imobilizada comercialmente denominada Novozym 435).

A partir de um delineamento composto central rotacional (DCCR), verificou-se que 0s
dois derivados imobilizados apresentaram a maior taxa inicial de rea¢do na seguinte condicéao
experimental: 25 % de enzima, razdo molar metanol:6leo 6:1 e 5 % de agua. Nessas
condigbes, as taxas de reacdo foram de 50,07 mmol L™ h? para CALB-435 e 47,68
mmol L™ h™ para CALB-MCI. Para ambos derivados, a variavel linear quantidade de enzima
(X2) apresentou um efeito estatisticamente positivo, onde um aumento de nivel proporcionou
uma maior taxa de reacdo. Para CALB-435, nenhuma outra variavel linear foi estatisticamente
significativa. Para CALB-MCI, as variaveis lineares razdo molar (X;) e quantidade de agua
(X3) apresentaram um efeito estatisticamente negativo, onde quanto menor o nivel destas
variaveis, maior foi a taxa inicial de reacdo obtida.

Através da realizacdo do processo de otimizacdo das reacdes, aliada a Metodologia de
superficie de resposta (MSR), foi possivel obter os niveis ideais para alcancar as maiores
taxas inicial de reacdo. Para CALB-435, os niveis encontrados foram: razdo molar
metanol:éleo -0,22, quantidade de enzima +1,68 e quantidade de agua 0,22. O valor da taxa
inicial de reagdo predito pelo programa foi de 54 mmol L™ h?, e o obtido experimentalmente

foi de 51, 47 mmol L™ h™. Com a CALB-MCI foi possivel obter valores de taxa inicial de
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reacdo superiores aos obtidos com a CALB-435, e os niveis fornecidos pelo programa foram:
razdo molar -1,68, quantidade de enzima +1,68 e quantidade de agua -1,28. Sob estas
condicdes, o valor predito pelo programa para a maior taxa inicial de reacéo foi de 47,6 mmol
L™ h™, e 0 obtido experimentalmente foi de 57 mmol L™ h™.

Quanto ao estudo dos tempos de reacdo, verificou-se que o maior teor de ésteres
metilicos foi obtido no tempo de 72 h, para ambos derivados de CALB, sendo 93,4 % para
CALB-435 e 99 % para CALB-MCI. Entretanto, no tempo de 24 h, boas conversdes tambem
puderam ser obtidas (57,6 % para CALB-435 e 76,2 % para CALB-MCI), com um gasto
menor de energia. Foi de acordo com este tempo que os estudos de reuso da enzima foram
desenvolvidos.

Os resultados obtidos de reuso da enzima imobilizada mostraram que elas puderam ser
reutilizadas por 8 ciclos de reacdo, quando submetidas ao tratamento com lavagem com
hexano. Tanto CALB-435 quanto CALB-MCI apresentaram cerca de 70 % de atividade
relativa no ultimo ciclo testado, indicando que este processo pode ser realizado sem maiores
perdas no rendimento da reacdo, uma vez que 0 hexano aumentou a vida util do
biocatalisador. Quando néo foi realizado nenhum tratamento de lavagem das enzimas, ambas
tiveram a atividade reduzida a 20 % no ultimo ciclo.

Analisando os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que a lipase de Candida
antarctica imobilizada nos dois diferentes suportes mostrou ser eficiente como catalisadora
nas reacdes de sintese de biodiesel. O derivado CALB-MCI apresentou alta versatilidade no
sentido de proporcionar a realizacdo eficiente da transesterificacdo, principalmente por ser
uma combinacéo catalitica de menor custo do que a comercial Novozym 435.

Fatores ligados a estabilidade da enzima que limitam a utilizacdo desses
biocatalisadores puderam ser superados neste trabalho, uma vez que a atividade dos dois
derivados imobilizados manteve-se relativamente alta nos 8 ciclos de reuso testados. Nesse
sentido, os objetivos propostos nesse estudo puderam ser alcancados, contribuindo para que o
uso efetivo dos processos enzimaticos possa vir a tornar-se mais econdmico e competitivo

frente aos processos quimicos utilizados atualmente pela indUstria de biocombustiveis.
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Perspectivas

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a eficiéncia catalitica da lipase B

de Candida antarctica no processo de sintese de ésteres metilicos, abrindo perspectivas de

utilizacdo desta enzima em processos biocataliticos. Portanto, sugerem-se como estudos

futuros:

aperfeicoar as condicbes de imobilizagdo da enzima sobre o suporte MCI GEL
CHP20P;

obter dados experimentais avaliando as demais espécies (triacilglicerol, diacilglicerol,
monoacilglicerol, &lcool e glicerol formado), ao longo do tempo para a
transesterificacdo enzimatica do 6leo de soja;

aprimorar as analises cromatograficas para se obter um resultado mais detalhado dos
produtos formados nas reaces;

aperfeicoar o estudo das condigcdes da reacdo de transesterificacdo para producédo de
biodiesel, tais como a temperatura e o uso de solvente na reagéo;

realizar um estudo da modelagem cinética dos dados experimentais obtidos para se ter

um maior entendimento das reacdes enzimaticas.
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APENDICE A

Apéndice A

Tabela Al referente a Figura 4.3.

Tabela A2 referente a Figura 4.5.

Tabela A1 — Teor de ésteres metilicos produzido pelas lipases estudadas

Teor em ésteres metilicos (%)

Tempo (h) CALB-435 CALB-MCI
3 15,1 26,5
6 39,6 38,4
9 41,02 44,4
12 46,8 52,8
18 52,2 61,6
24 57,6 76,2
48 71,6 90,2
72 93,38 99,0

Tabela A2 — Estabilidade operacional dos biocatalisadores em 8 ciclos de reuso

CALB-435 CALB-MCI
com hexano sem lavagem com hexano sem lavagem
Ciclos Atividade relativa (%) Atividade relativa (%)
1 100,00 100,00 100,00 100,00
2 96,61 71,10 98,23 81,34
3 94,29 64,24 96,86 58,52
4 92,48 57,06 96,26 52,72
5 85,47 44,24 92,77 42,03
6 75,05 32,48 89,23 39,86
7 73,88 26,11 88,21 36,02
8 66,63 17,74 75,19 22,16




APENDICE B

Apéndice B

O Gréfico de Pareto (Figuras Ble B2) mostra a estimativa dos efeitos lineares,
quadraticos e a interacdo das variaveis independentes para as condigdes reacionais dos
derivados CALB-435 e CALB-MCI, onde o efeito é tdo significativo quanto mais a direita da
linha vermelha ele estiver. Figuras referentes as Tabelas 4.2 e 4.4 respectivamente.

Taxa de Reacdo - CALB-435

xxw ///// 12,5803
X1 (Q) ///% -6,00995
X3 (Q) ///{55233

yetin) -3;??509

<Xy 2.264475 I

X1X2 ~1.19673

X1X3 [ -1,07632

X053 610107

X2 (Q) 5393754

p=05

Estimativa dos efeitos padronizados - valor absoluto

Figura B1 — Diagrama de Pareto obtido a partir do DCCR para a enzima CALB-435, tendo como
variavel resposta taxa inicial de reacdo de sintese de ésteres metilicos.
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Taxa de reagdo CALB-MCI

X2 (L) /// 20.92331
e1i8) //// -13.3627

X1 (L) /// -7.55813
X3(Q) -2.75813

X1Q -2=51i699

X2(Q) -1021%:5

XI1X3 | -.687111 :

XI1X2 0 -52123

X2X3 - 404385

p—

Estimativa dos efeitos padronizados - valor absoluto

Figura B2 — Diagrama de Pareto obtido a partir do DCCR para a enzima CALB-MCI, tendo como
varidvel resposta taxa inicial de reacdo de sintese de ésteres metilicos.

As Figuras B3, B4 e B5 a seguir, sdo superficies de resposta em fungéo da taxa inicial
de reacdo (mmol L™ h?) para CALB-435 e CALB-MCI. A inclinacdo da curva permite a
avaliacdo do efeito da variavel sobre a taxa inicial de reacdo de sintese de ésteres metilicos

Séo dados complementares referentes as Figuras 4.1 e 4.2.
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Figura B3 — Superficie de resposta em funcéo da taxa inicial de reacdo (mmol L™ h™) correspondente
ao efeito das variaveis quantidade de enzima versus razdo molar alcool:6leo. A) CALB-435; B)

CALB-MCI.
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Figura B4 — Superficie de resposta em funcéo da taxa inicial de reacdo (mmol L™ h™) correspondente

ao efeito das variaveis quantidade de &4gua versus quantidade de enzima.
A) CALB-435; B) CALB-MCI.
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Figura B5 — Superficie de resposta em funcéo da taxa inicial de reacdo (mmol L™ h™) correspondente
ao efeito das variaveis quantidade de enzima versus razao molar. A) CALB-435; B) CALB-MCI.



