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Resumo

Neste trabalho foi realizado o estudo da imobilizacdo da enzima Lipolase® em argila
montmorilonita K10 através das metodologias de adsor¢do e ligacdo covalente. Os sistemas
suporte-enzima foram caracterizados pelas técnicas de DRIFTS, UV-Vis, MEV-EDS,
BET/BJH, DRX e TGA. A atividade catalitica dos biocatalisadores foi testada nas reacdes de
hidrélise do azeite de oliva e do 6leo de soja e na alcodlise do dleo de soja. Em todas as
reacOes avaliadas, os melhores resultados foram obtidos empregando o biocatalisador MMT -
APTES-GIlu-Enz20 e assim, a quantidade de enzima utilizada para os experimentos foi de 20
pL. Na reacdo de hidrdlise do azeite de oliva, o rendimento atingiu 18% em 48 horas de
reacdo, na presenca da razdo 6leo:agua igual a 2:1 (m/m). Para o 6leo de soja, o percentual de
hidrélise chegou a 9% em 24 horas de reacdo, utilizando 6leo:agua na propor¢do de 3:1
(m/m). Nas reacGes de alcoolise do 6leo de soja, o0 maior rendimento em ésteres obtido foi de
7% em 24 horas de reacdo, na presenca da razdo molar Oleo:metanol igual a 1:3. A
reusabilidade dos sistemas foi investigada nas reacdes de hidrélise. Nas reacbes com o azeite
de oliva, o sistema MMT-Enz20 mostrou estabilidade até o quarto ciclo, enquanto o sistema
MMT-APTES-GIu-Enz20 apresentou uma perda gradativa a partir do segundo ciclo de
reacdo. Nas reaces empregando o 0leo de soja, o sistema MMT-Enz20 mostrou uma perda
gradual desde o primeiro ciclo de reacdo, ao passo que o sistema MMT-APTES-Glu-Enz20
foi estavel até o terceiro ciclo. A reusabilidade utilizando p-NPP mostrou estabilidade pelo
menos por 10 ciclos. Para avaliar a estabilidade no armazenamento, os sistemas foram
acondicionados em tampéo fosfato e sob refrigeracdo, mantendo cerca de 50% da atividade

catalitica apos 60 dias de armazenamento.

xii



Abstract

In this work was carried out the study of enzyme Lipolase® immobilization on
montmorillonite K10 clay, using the adsorption and covalent bonding methods. The enzyme-
support systems were characterized with the techniques: DRIFTS, UV-Vis, SEM-EDS,
BET/BJH, XRD and TGA. The catalytic activity of the biocatalysts was done for hydrolysis
of olive and soybean oils and for soybean oil alcoholysis. In all reactions evaluated the best
results were obtained employing the biocatalyst MMT-APTES-GIlu-Enz20 therefore the
amount of enzyme used for immobilization was 20 pL. For olive oil hydrolysis the yield was
18% at 48 hours reaction with the ratio oil to water of 2:1 (w/w). For soybean oil, the
percentage of hydrolysis reached 9% in 24 hours of reaction using the oil:water ratio of 3:1
(w/w). For the alcoholysis of soybean oil, the higher yield of the esters obtained was 7% at 24
hours of reaction with oil:methanol ratio equal to 1:3. The reusability of systems was
investigated for hydrolysis reactions. In the case of olive oil reactions, MMT-Enz20 system
was stable until the fourth cycle, while the system MMT-APTES-Glu-Enz20 showed a
gradual loss from the second reaction cycle. In the case of soybean oil hydrolysis, the MMT -
Enz20 system showed a gradual loss from the first reaction cycle, while the system MMT -
APTES-GIlu-Enz20 was stable until the third cycle. Reusability on p-NPP showed stability for
at least 10 cycles. To evaluate the storage stability, the systems were placed in phosphate

buffer under refrigeration, catalytic activity of c. a. 50% remain after 60 days of storage.
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1. INTRODUCAO

Desde o final do século XX, a populacdo mundial estd passando por um processo de
conscientizacdo ambiental, em virtude dos danos ambientais gerados através das atividades
industriais e antropogénicas. Visando amenizar o comprometimento das geracdes futuras, a
inddstria quimica tem buscado o desenvolvimento de processos sustentaveis, procurando o
menor consumo de energia e diminui¢do na formacdo de residuos. Dentro deste contexto, o
segmento oleoquimico tem ganhado destaque, uma vez que sua principal matéria prima, 0s
6leos vegetais, esta disponivel em larga escala e é produzida a partir de fontes renovaveis.

Os 6leos vegetais apresentam uma variedade de aplicacdes e fazem parte da
composicao de diversos produtos com alto valor agregado. Dentro das diversas modificacfes
quimicas possiveis de serem realizadas, as reacdes de hidrolise e alcodlise aparecem como as
mais significantes, uma vez que os produtos obtidos sdo amplamente utilizados na inddstria
alimenticia e na geragdo de biodiesel.

Os métodos tradicionais empregados para a hidrolise e a alcoolise de 6leos vegetais
envolvem o uso de catalisadores inorganicos e condi¢fes reacionais bruscas de temperatura,
com formacéo de produtos que necessitam de uma etapa de purificacdo, provocando a geracao
de residuos. Como uma alternativa, a area da biotecnologia conhecida como biotransformacéo
aparece como uma alternativa a eliminacdo destes inconvenientes, através do uso de enzimas
como catalisadores destas reaces.

O emprego de enzimas como catalisadores promove altos rendimentos dos processos,
menor consumo de energia devido a possibilidade de atuacdo em condicGes reacionais
brandas, obtencdo de produtos biodegradaveis e reducdo na quantidade de residuos. Porém, o
alto custo destas biomoléculas, a dificuldade na separagédo dos produtos e a impossibilidade de
reutilizacdo da enzima limitam a sua utilizacdo em escala industrial. Para contornar estes
problemas, a imobilizacdo de enzimas em suportes insollveis tem sido estudada para tornar o
processo biotecnolégico economicamente rentavel.

As técnicas comuns de imobilizacdo incluem adsorcdo fisica, ligacdo covalente e
confinamento em matriz polimérica. Para ser efetivo na imobilizacdo, o suporte deve deixar a
enzima acessivel ao substrato, manter a atividade catalitica por um longo periodo e permitir
gue o sistema enzima-suporte seja regenerado ao final do processo, sem que ocorram perdas
na atividade catalitica. Dentro desta proposta, as argilas esmectitas constituem uma classe de

catalisadores inorganicos naturais que, devido a seu pequeno tamanho de particula e as



propriedades de intercalacdo, fornecem uma consideravel area superficial para adsor¢do em
meios organicos e inorganicos. Entre estas argilas, a montmorilonita figura entre as mais
abundantes e tecnologicamente relevantes, uma vez que o sitio &cido presente na estrutura
pode servir como centro de ligacdo atraveés do grupo —NH, das enzimas.

Neste trabalho, estudou-se a imobilizagdo da enzima Lipolase® em uma argila
montmorilonita K10 através dos métodos de adsorcéo e ligagdo covalente, com a modificacdo
do suporte com os agentes glutaraldeido e 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES). A atividade
catalitica da enzima livre e dos sistemas imobilizados foi determinada pelo método de
hidrélise do p-nitrofenilpalmitato e a quantificacdo de proteinas totais na solucdo de enzima
foi realizada pelo método de Bradford. O sistema suporte-enzima foi caracterizado por
espectroscopia de reflectancia difusa na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(DRIFTS), microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva
de raios-X (EDS), area superficial especifica (BET), difracdo de raios-X (DRX) e anélise
termogravimétrica (TGA). A atividade catalitica da biomolécula suportada em
montmorilonita foi testada nas reacdes de hidrdlise e alcodlise do azeite de oliva e do dleo de
soja, cujos produtos foram avaliados quantitativamente por titrimetria de neutralizacdo e

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de tH), respectivamente.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os dbleos vegetais pertencem a uma classe de compostos quimicos conhecidos como
gorduras ou lipidios. Os componentes mais expressivos na sua estrutura sao os triglicerideos
ou triacilglicerdis, cujas propriedades fisicas dependem da estrutura e da distribuicdo dos
4cidos graxos presentes.® As diferentes funcionalidades encontradas na estrutura quimica dos
triglicerideos permitem uma versatilidade de modificagdes estruturais, que podem ser
empregadas na obtencdo de produtos com propriedades e finalidades especificas.? A Figura 1

mostra a estrutura de uma molécula de triglicerideo e os sitios passiveis de modificacéo.
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Figura 1. Molécula de um triglicerideo e pontos suscetiveis a rea¢es quimicas: (1) dupla

ligacdo; (2) carbono alilico; (3) grupo éster; (4) carbono a ¢ (5) carbono dialilico.

2.1. REACOES ENVOLVENDO O GRUPO CARBOXILICO

Dentro da quimica dos lipidios, as reagdes que convertem acidos em ésteres ou vice-
versa e as que envolvem a troca de fragmentos alcoxido sdo as mais utilizadas (Figura 2). Os
acidos e o0s esteres graxos produzidos sdo precursores para a producdo industrial de
compostos oleoquimicos e biodiesel.

RECOOR' + H20 —= RCOOH + R'OH (1)

RCOOH +ROH =—= RCOOR' + H:O (2)
RCOOR' + R"OH=—= RCOOR" + R'OH (3)
TG + Glicerol — MG + DG 4

Figura 2. ReacBes envolvendo o grupo carboxilico: (1) hidrdlise; (2) esterificacdo; (3)

alcoolise e (4) glicerolise.



2.1.1. Hidrdlise de 6leos vegetais

A hidrélise representa um importante grupo de reacBes quimicas relevante no
processamento de 6leos e gorduras (Figura 3). Através da reversdo da ligacdo éster, a
hidrélise é a principal reacdo aplicada na obtencdo de &acidos graxos, que podem ser
interesterificados, transesterificados ou convertidos em alcoois graxos de alto valor

agregado.”?

@)
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R*"——C—OH

Figura 3. Hidrolise de um triglicerideo.

Os acidos graxos séo acidos carboxilicos e sdo classificados de acordo com a cadeia
carb6nica em saturados, monoinsaturados ou poliinsaturados, pela auséncia ou presenca de
ligacdes duplas.>® Sdo0 um importante grupo de compostos para a dieta humana e de outros
animais e duas familias merecem destaque pela importancia na saide humana: familia dmega-
6 (w6), representada pelo acido linol€ico, e a familia dmega-3 (®3), representada pelo acido
o-linolénico (Figura 4).” Esses dois tipos de &cidos graxos sio denominados essenciais por
ndo serem sintetizados pelo organismo e, portanto, devem ser fornecidos através da dieta. Os
efeitos benéficos na saude humana envolvem a prevencdo de doencas coronarias, disturbios
inflamatdrios e alérgicos, como psoriase, asma e artrite reumatdide, além de possuirem papel
fundamental no desenvolvimento cerebral e do sistema nervoso.® ” Oleos vegetais comuns
como soja, algoddo e girassol sdo boas fontes de dmega-6 (5-70%). A principal fonte de
O6mega-3 sdo os 6leos marinhos e oleaginosas como a linhaca, que contém mais de 50% de

acido linolénico.®
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Acido linoléico (C18:2)
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Acido linolénico (C18:3)

Figura 4. Estrutura dos acidos graxos essenciais das familias dmega-6 e d6mega-3.

Embora os acidos graxos poliinsaturados possam ser sintetizados no organismo através
das reacOes de dessaturacdo e elongacdo (Figura 5), a ingestdo direta dos metabdlitos ativos
tem sido investigada e se mostrado eficiente, principalmente para gestantes, idosos, lactantes
e para individuos que possuam insuficiéncia da enzima A6-dessaturase. Em vista disso, o
mercado mundial tem disponibilizado uma variedade de suplementos alimentares
encapsulados de 6mega-6 e dmega-3 e produtos cujos acidos tenham sido incorporados, como

leites e derivados, formulagdes lacteas infantis, biscoitos, pdes, massas e sucos de frutas.’

Familia »-6 Familia »-3
Linoléico (18:2) a-Linolénico (18:3)
A6-dessaturase ﬂ
y-Linolénico (18:3) Octadecatetraenoico (18:4)
alongase ﬂ
Dihomo-y-linolénico Eicosatetraenoico (20:4)
&0:3) A5-dessaturase ﬂ
Araquidénico (20:4) Eicosapentaendico (20:5)
ﬂ alongase ﬂ
Adrenico (22:4) Docosapentaendico (22:5)
ﬂ. A4-dessaturase ﬂ
Docosapentaendico (22:5) Docosahexaendico (22:6)

Figura 5. Metabolismo de acidos graxos essenciais pertencentes a familia 6mega-3 e 6mega-
6.



Na induastria oleoquimica, a reacdo de hidrolise € conduzida na presenca de
catalisadores inorganicos, sob pressdes elevadas e requer temperaturas de 100 - 280 °C,
obtendo-se rendimentos superiores a 97%.2 Os produtos resultantes sdo acidos graxos escuros
e uma solucéo aquosa rica em glicerol, que necessitam ser redestilados para remogéo da cor e

de subprodutos.*

2.1.2. Alcodlise de 6leos vegetais

Também conhecida como transesterificacdo, a alcodlise é uma importante classe de
reacOes organicas e a principal rota para obtencdo de ésteres alquilicos.

Nas Ultimas décadas, a preocupacdo com a escassez das reservas de petréleo e com as
consequéncias ambientais provocadas pelo uso de combustiveis fésseis tem incentivado a
busca por fontes alternativas de energia.” Sendo assim, os 6leos vegetais aparecem como um
substituinte viavel, uma vez que sdo provenientes de fontes renovaveis de energia, podem ser
produzidos em larga escala e sdo biodegradaveis.’®** Contudo, a alta viscosidade e a baixa
volatilidade destes compostos prejudica 0 emprego in natura como combustivel, uma vez que
provocam a formacdo de goma nos motores devido a oxidacdo, depdsitos de carbono por
combustdo incompleta, diminuicdo da lubrificacdo pela ocorréncia de polimerizacdo e
entupimento dos sistemas de injecdo. Para superar estes inconvenientes, a industria
oleoquimica passou por modificacbes tecnoldgicas importantes para atingir materiais
compativeis com 0s motores e com caracteristicas semelhantes ao diesel, chegando a
producéo do biodiesel.”

Quimicamente o biodiesel é definido como uma mistura de mono-alquil ésteres de
acidos graxos, derivados de lipidios de ocorréncia natural, e que pode ser produzido atraves
da reacdo de transesterificacdo catalitica de 6leos vegetais ou gorduras animais na presenca de
um élcool, originando glicerina como subproduto.*?*?

Na reacdo de alcoodlise, uma molécula de triglicerideo reage com um alcool na
presenca de um catalisador &cido ou bésico, produzindo uma mistura de ésteres de acidos
graxos e glicerol. O processo ocorre em trés etapas consecutivas, com formacdo de

diglicerideo e monoglicerideo como intermediarios (Figura 6).**
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Figura 6. Reagdes que ocorrem na alcoolise de triglicerideos.

O processo industrial convencional para producdo de biodiesel envolve o uso de
hidroxido de sédio ou de potassio como catalisador, na presenca de metanol ou etanol. A
metanolise é o processo mais utilizado devido a grande disponibilidade e o baixo custo do
metanol. Entretanto, uma vez que se intensifica a busca por alternativas sustentaveis dentro do
segmento industrial, a possibilidade de produzir etanol a partir de recursos naturais e
renovaveis torna a etanolise uma rota atrativa, embora o processo seja mais dispendioso e
necessite de condicGes mais drasticas de reacdo, comparado ao processo na presenca de
metanol.** O processo convencional é o mais eficiente, com rendimentos proximos a 100%, a
taxa de reacdo € rapida e o custo é baixo. Contudo, 6leos vegetais podem conter pequenas
quantidades de agua e de acidos graxos livres, que podem reagir com o catalisador e provocar
a formacdo de reacdes laterais como a saponificacdo, diminuindo o rendimento em ésteres e
dificultando a separacéo do glicerol.*?

Uma segunda alternativa para o processo industrial é a utilizacdo de catalisadores
4cidos, geralmente os &cidos sulfirico ou sulfonico.'® Neste caso, o catalisador é menos
sensivel a presenca de &cidos graxos na matéria-prima e a taxa de reacdo é ligeiramente mais
lenta quando comparada ao processo alcalino. Embora o rendimento seja elevado (acima de

90%), a acidez do meio reacional pode provocar a corrosao dos equipamentos.* *?



Desconsiderando outros processos existentes, é possivel afirmar que as limitagdes na
obtencdo de derivados oleoquimicos estdo associadas aos tipos de catalisadores empregados,
que sdo pouco Vversateis, possuem baixa especificidade e geralmente fornecem produtos de
composicao quimica mista ou contaminada, exigindo uma etapa posterior de purificacéo.*

Neste contexto, a biotecnologia surge como uma alternativa para a modificacdo de
6leos e gorduras através do uso de enzimas como catalisadores, uma vez que 0 emprego
destas biomoléculas promove elevados rendimentos dos processos, menor consumo de

energia, obtencéo de produtos biodegradaveis e reducio na quantidade de residuos.!

2.2. ENZIMAS

Enzimas séo biocatalisadores versateis com alta seletividade e atividade catalitica e
tém sido utilizadas em biotecnologia, em processos farmacéuticos e na inddstria quimica.’
Suas propriedades as tornam atrativas para utilizacdo em substituicdo aos catalisadores
quimicos, das quais cabe salientar a atuacdo em condi¢Ges reacionais brandas (pH e
temperatura fisioldgicos), ser biodegradavel, o solvente utilizado é ambientalmente aceitavel
(normalmente é agua) e sua alta quimiosseletividade (especificidade pelo substrato),
regiosseletividade (entre partes similares de uma molécula) e estereosseletividade (entre
isomeros 6pticos).'®* Essas caracteristicas possibilitam a obtencdo de produtos com elevada
pureza, uma vez que evitam a formacdo de subprodutos através de reacOes laterais
indesejaveis.*®*

As enzimas podem ser obtidas a partir de animais, vegetais e microorganismos.
Entretanto, as enzimas derivadas de microorganismos sdo as mais utilizadas devido a grande
disponibilidade, facilidade de manipulacdo genética e tambem pela capacidade dos

microorganismos apresentarem rapido crescimento em meios de cultura de baixo custo.'®

2.2.1. Classificacdo das enzimas

A classificacdo das enzimas foi uniformizada pela Unido Internacional de Bioquimica,
que dividiu as enzimas em seis grandes grupos, de acordo com o tipo de reacdo em que
atuam. A Tabela | mostra alguns exemplos de enzimas dentro desta classificacdo, de acordo

com sua funcdo catalitica.



Tabela I. Classificacéo das enzimas de acordo com a funcéo catalitica.?

Classificagao Funcéo catalitica Exemplos

. B o 5 desidrogenases, oxidases,
Oxidorredutases Reacdes de dxido-reducéao ) ) )
peroxidases, hidroxilases

Intermediam a

Transferases transferéncia de grupos metiltransferases, transaminases
funcionais

] Reagdes hidroliticas e carbohidrases, estearases,

Hidrolases ] o ]
clivagem de ligacao éster fosfatases, lipases, proteases
] Reacdes de eliminacéo pela _
Liases . Descarboxilases
adicdo de HX

Isomerases Processos de isomerizacéao cis-trans isomerase, mutase

Ligases Reacdes de sintese sintetase, carboxilase

Na industria alimenticia e de ragdo animal, as proteases e as carbohidrases sdo as mais
utilizadas. Além disso, celulases e amilases vém sendo aplicadas na fermentacdo de alcool e
nas industrias téxteis e de couro.”* As enzimas hidroliticas (proteases, amilases, celulases e
lipases) sdo as mais frequentemente utilizadas e as vantagens que as tornam uma op¢éao
atrativa sdo a grande disponibilidade, baixo custo e facilidade de uso porque ndo necessitam

de cofatores.?

2.2.2. Lipases

As lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (glicerol éster hidrolases) e
atuam sobre a ligacdo éster de diversos compostos, sendo os acilglicerdis seus melhores
substratos.”® S&o encontradas em tecidos animais e plantas, mas preferencialmente sio
produzidas por fermentacdo de varios microorganismos devido as facilidades de controle dos
processos e de aumento da capacidade produtiva dos processos fermentativos. Além disso, as
lipases derivadas de microorganismos sdo geralmente mais estaveis e possuem maior
diversidade nas suas propriedades do que as lipases originadas de outras fontes.’

O sitio ativo é formado pela triade catalitica Serina-Histidina-Acido aspartico (ou
glutdmico), que se repete em todas as estruturas e € frequentemente protegido por uma

superficie entrelagada, denominada tampa hidrofébica ou lid.?* A determinacdo da estrutura



tridimensional das lipases de Rhizomucor miehei, Geotrichum candidum e lipase pancreética
humana por difracdo de raios-X possibilitou uma explicacdo para o fendmeno de ativagédo
interfacial, onde esta tampa hidrofébica sofre uma mudanca conformacional na presenca de
uma interface lipidio/agua, alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta, expondo

o sitio ativo, agora acessivel ao substrato (Figura 7).% %

Sitioativo
lid
¥
Lipase fechada Lipaseabertae
e inativa ativada

Interface hidrofobica interfacialmente

Figura 7. Mecanismo de ativacéo interfacial na presenca de uma interface hidrofébica.**

O mecanismo de hidrdlise do substrato ocorre em duas etapas. Inicialmente, a histidina
da tampa hidrofobica aumenta a nucleofilicidade do grupo hidroxila da serina que compde o
sitio catalitico. Entdo, ocorre o ataque nucleofilico do oxigénio da hidroxila ao carbono
carbonilico da ligacdo éster do substrato, formando um intermediario tetraédrico, que €
estabilizado por duas ligacdes de hidrogénio formadas com o grupo amida dos residuos de
aminodacidos. Assim, um alcool é liberado, deixando um complexo acil-enzima. Em um
segundo ataque nucleofilico por um ion hidroxila, o &cido graxo é liberado e a enzima é

regenerada. (Figura 8).?
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Figura 8. Mecanismo catalitico das lipases.®

A lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL), antigamente chamada de Humicola
lanuginosa, é a enzima responséavel pela atividade catalitica da Lipolase®, comercializada pela
Novozymes. Sua producdo ocorre através de cepas do microorganismo Aspergillus oryzae. E
uma proteina de cadeia simples composta por 269 aminoacidos e seu peso molecular é 31700
g/mol. Sua estrutura é praticamente na forma esférica, com uma forma central composta por
folhas beta paralelas com cinco alfa-hélices interligadas. O sitio ativo inclui a tipica triade

Ser-His-Asp (Figura 9).%

Active site

Figura 9. Distribuicdo dos residuos de Lis (cinza), Asp e GLU (preto) em quatro faces da

superficie da TLL. a) face frontal; b) rotagdo 90°; c) rotacdo 180° e d) rotacéo 270°.%°
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De maneira geral, as lipases tendem a formar agregados bimoleculares, confrontando o
sitio ativo na sua forma aberta. A TLL possui forte propensdo para formar esses agregados, o
que permite que outras lipases possam ser utilizadas para purificar ou mesmo imobilizar a
TLL. Isto deve ser considerado quando se avalia as propriedades da TLL, ja que os
monémeros e o0s dimeros formados possuem diferentes atividades, estabilidades e
seletividades.?’

Além das reacbes da hidrélise, as lipases sdo capazes de realizar reagdes como
esterificacdo, transesterificacdo (alcodlises, aciddlises e interesterificacdo), amindlise (sintese
de amidas) e lactonizacdo, sendo que a atividade da &gua no meio reacional é um dos fatores

determinantes para cada reacéo (Figura 10).%

Hidrdlise
T 0
C + H—OH C + ROH
7N\ & W
R OR; R OH
Esterificagcdo
i i
I
C + RIOH © + H,O
AN N
R OH R OR;
Interesterificacao
0 7 7 0
Il
C 3 C — + €
v 7 N 7%,
R/ \ORI R, OR; R OR; Ry OR;
Alcoolise
7
Il
(& + R,OH 6 + R,OH
PN ? # ‘
R OR; R OR,
Acidolise
0 o]
I .\ I g . |
C
£ f 7N 7
R OR; 2 OH R OH R, OR,
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Figura 10. Reacdes catalisadas por lipases.

De acordo com a classificagdo das enzimas, as lipases sdo divididas em trés grupos.
Quanto a regiosseletividade, séo subdivididas em: i) lipases ndo-especificas, que hidrolisam
ésteres de &cidos graxos liberando &cidos graxos na posicdo 1 (3) ou 2; ii) lipases 1,3-
especificas, que hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos primarios, na posicdo 1 ou 3. As
lipases tipo-seletivas atuam em cadeias carbdnicas com tamanho e nimero de insaturagdes
especificos e as enantiosseletivas na discriminacdo de enantidmeros no caso de substratos
racémicos." %

Apesar de as enzimas dotarem vantagens que as tornam uma alternativa viavel para
aplicac@es industriais, o alto custo destes biocatalisadores, a dificuldade de separacdo do meio
reacional e a instabilidade de suas estruturas em condi¢cdes extremas de pH e temperatura e
também na presenca de alguns solventes, sdo fatores que limitam o uso de enzimas em escala
industrial.** 3° Em vista disso, nos Gltimos anos o desenvolvimento de técnicas para a
imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos tem sido importante por proporcionar maior
estabilidade, melhorar a atividade catalitica, evitar a desnaturacdo por efeitos do meio
reacional, diminuir a contaminacdo do produto e facilitar a separacdo, possibilitando a

reutilizacdo do sistema enzima-suporte em aplicacdes industriais.*" %

2.3. METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A imobilizacdo de enzimas em suportes insollveis € um processo onde se confina ou
localiza uma enzima em uma regido definida do espago, com retencdo de sua atividade
catalitica e que esta possa ser reutilizada repetida e continuamente.*® O principal interesse em

imobilizar uma enzima é possibilitar a sua reutilizagdo nos sistemas industriais, diminuindo
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assim os custos do processo, além de facilitar a remocao dos produtos, o controle operacional
e minimizar a producdo de efluentes.*® Os principais inconvenientes do processo de
imobilizacéo sdo: possivel alteracdo da conformacdo da enzima, podendo comprometer o sitio
ativo; a heterogeneidade do sistema suporte-enzima, onde podem existir diferentes fracdes de
proteina imobilizadas no suporte com variacdes na atividade; geralmente ha perda de
atividade da enzima ap0s a imobilizacdo e o custo do biocatalisador € maior do que a enzima
na sua forma livre.>

As metodologias frequentemente utilizadas para a imobilizacao s&o divididas em cinco
categorias, cada uma associada as suas vantagens e desvantagens (Figura 11):%

1. Adsorcdo ndo-covalente e deposicéo

2. Interacdo idnica

3. Ligagéo covalente

4. Ligacédo cruzada entre a enzima (cross-linking)

5

Confinamento em membranas ou géis poliméricos

Métodos de Imobilizagédo de Enzimas
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Figura 11. Métodos de imobilizagdo de enzimas.®
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2.3.1. Imobilizacdo por adsorcéo

A imobilizacdo por adsorcdo € um dos métodos mais utilizados devido a facilidade de
manipulacdo. A enzima é imobilizada ao suporte sélido através de ligacGes de baixa energia,
como interacdes de van der Waals ou hidrofébicas, ligacdes de hidrogénio, entre outras. A

vantagem da utilizacdo desta técnica € o emprego da enzima sem pré-tratamento ou qualquer
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modificacdo quimica. A principal desvantagem € a lixiviacdo da enzima quando utilizada em

meio aquoso.®* ¥

2.3.2. Imobilizagé&o via interagdo ionica

A superficie das enzimas pode estar positiva ou negativamente carregada, dependendo
do pH da solugdo em que se trabalha e do ponto isoelétrico da enzima. A imobilizacdo ocorre
através da interacdo eletrostatica entre as cargas opostas presentes na superficie da enzima e

na superficie do suporte.®

2.3.3. Imobilizagéo por ligacéo covalente

Nesta técnica, a fixacdo da enzima ocorre através de ligacGes covalentes com o
suporte. Grupos quimicos da enzima (geralmente —SH, -OH e —NH,) interagem com grupos
quimicos do suporte ou de agentes bifuncionais ligados ao mesmo.*” Sendo assim, a enzima é
firmemente fixada ao suporte, diminuindo os efeitos de lixiviagdo em meio aquoso e evitando
a desnaturacdo por alteracdes de pH, temperatura, presenca de solventes e outros. O
glutaraldeido é o agente bifuncional mais utilizado em imobiliza¢cdes por ligacdo covalente,
uma vez que possui um grupo aldeido que faz ligagdo com o suporte e outro que faz ligacdo
com a enzima.*® Ainda assim, é comum a utilizagdo de agentes modificadores que funcionam
como espacadores entre o suporte e a molécula de enzima, contornando problemas
relacionados ao impedimento estérico provocado pelo elevado tamanho da molécula de
enzima.

Contudo, a imobiliza¢do ndo ocorre de uma maneira uniforme e pode ocasionar efeitos
sobre a estrutura da enzima, com possivel alteracdo na atividade catalitica devido ao
comprometimento da acessibilidade do sitio ativo ao substrato, através de impedimento

estérico.>!

2.3.4. Imobilizacdo por ligacéo cruzada (cross-linking)

Na metodologia de cross-linking a enzima ndo € fixada em um suporte. Ocorre a

formacdo de um sistema reticulado das moléculas da enzima através de ligacGes covalentes na
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presenca de um agente ligante, originando uma rede rigida. A formacdo dos agregados da
enzima ocorre em duas etapas, a primeira envolvendo a utilizagdo de um agente precipitante,
como acetona, etanol ou sulfato de aménia, seguida pela adicdo de um agente ligante, também
chamado de crosslinker, o qual o glutaraldeido é o mais empregado. O principal
inconveniente da utilizacdo deste método é que o material resultante possui baixa estabilidade

mecanica.®

2.3.5. Imobilizacéo por confinamento em membranas ou géis poliméricos

O método de encapsulamento é o mais indicado para evitar efeitos negativos na
estrutura da enzima, uma vez que ndo hé ligacdo entre a enzima e o suporte.*® Ocorre o
confinamento da molécula de enzima em uma membrana ou um polimero geliforme, que
permite a difusdo do substrato e dos produtos da reacdo. O metodo sol-gel é o mais utilizado,
onde a rede polimérica é formada durante a imobilizacdo, originando materiais de silica
altamente porosos e de preparacdo rapida. A maior desvantagem da utilizagdo deste método

esta associada aos efeitos difusionais.>®

2.4. SUPORTES

A selecdo do suporte para a imobilizacdo da enzima deve ser baseada nas propriedades

finais desejadas para o biocatalisador.®*

As caracteristicas principais que devem ser
observadas para a escolha de um suporte sdo: area superficial, permeabilidade, capacidade de
regeneracdo, morfologia e composicdo, natureza hidrofilica ou hidrofébica, resisténcia ao
ataque microbiano, resisténcia mecanica adequada as condi¢cdes operacionais, custo, entre
outras.??

Uma grande variedade de suportes tem sido utilizada para a imobilizacdo de varias
enzimas. Estes materiais diferem no tamanho, densidade, porosidade e forma, e podem ser
classificados em organicos e inorganicos.*°

Dentro da classe dos suportes organicos encontram-se 0s polimeros naturais e 0sS
sintéticos. Os polimeros sintéticos possuem uma variedade de formas fisicas e estruturas
quimicas que podem ser combinadas para obtencdo de um suporte ideal. Entretanto, os
polimeros naturais apresentam algumas vantagens quando comparados aos sintéticos, uma

vez que geralmente sdo de menor custo e de facil degradacdo, ndo causando danos ao meio
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ambiente.®* ** Destacam-se 0s suportes organicos naturais agarose e hidrogéis de quitosana,
visto pelo grande niimero de trabalhos publicados.** 3

No grupo de suportes inorganicos, existem uma variedade de suportes naturais, como
as argilas, ou materiais manufaturados, que incluem vidros de porosidade controlada,
alumina, ceramicas, entre outros.**

Vaérios estudos tém mostrado que as enzimas imobilizadas em suportes inorganicos
sd80 mais estaveis do que quando suportadas em polimeros naturais ou sintéticos. Materiais
porosos possuem caracteristicas que favorecem a imobilizacdo, devido ao seu tamanho de
poro, ao volume de poro e sua area de superficie.**

O uso de filossilicatos, como as argilas esmectitas, na imobilizagdo de enzimas tem
ganhado destaque nos Gltimos anos. O emprego destes argilominerais apresenta inimeras
vantagens como alta area superficial especifica, facilidade de dispersdo de agua e excelente
resisténcia mecéanica. A origem natural, o baixo custo e a facilidade de modificacdo destes

materiais também sdo fatores que tornam o uso de argilas mais atrativo.*

2.4.1. Argila montmorilonita

A argila montmorilonita tem sido amplamente utilizada como catalisador e como
suporte para imobilizacdo de enzimas. As propriedades deste argilomineral podem ser
modificadas através de metodologias simples como ativacéo &cida, troca idnica, pilarizacéo e
intercalagdo com componentes organicos.*

A montmorilonita pertence ao grupo das argilas esmectitas e sua estrutura é composta
pela intercalacdo de uma camada octaédrica (Al,O3; ou MgO) entre duas camadas tetraédricas
(Si0O,), também conhecida como estrutura T:O:T, conforme ilustrado na Figura 12. Os cations
Al"® presentes na camada octaédrica podem ser substituidos por cations Mg*? ou Fe*?,
gerando uma carga negativa que é compensada por Na* ou Ca*2. O espaco interlamelar pode

variar e os cétions trocaveis neste espago permitem modificaces na acidez deste material.*®
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Figura 12. Estrutura da esmectita (montmorilonita).*’

A montmorilonita comercial K10 é obtida através de tratamento da montmorilonita
natural com &cidos fortes e alta temperatura.”® Este processo remove metais, elimina
impurezas minerais e causa uma delaminacgéo parcial, originando uma argila com elevada area
superficial externa e com mesoporosidade permanente. Além disso, este tratamento substitui
os cations alcalino ou alcalino-terrosos, presentes na estrutura cristalina ou como céations
trocaveis, por cation HzO".*® O material resultante apresenta dois sitios 4cidos: sitios &cidos
de Lewis, formados nas bordas das lamelas, e sitios acidos de Brgnsted nas regifes lamelares
residuais, que contribuem para o intumescimento da argila na presenca de solventes.*®

Devido a afinidade de argilas expansiveis para adsor¢do de proteinas, a imobilizacdo
de enzimas em argilominerais tem sido estudada nos ultimos anos. Os sitios acidos presentes
na estrutura destes materiais podem servir como centro de ligacdo através do grupo —NH, das
enzimas. As enzimas podem ser adsorvidas tanto na superficie externa quanto interna das
lamelas das argilas.® A Figura 13 mostra as possiveis posi¢cdes de adsorcdo de moléculas de

enzima.
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Figura 13. Estrutura da argila montmorilonita e as possibilidades de adsor¢édo de moléculas

de enzimas.*

A superficie do suporte deve ser dotada de grupos funcionais capazes de reagir com
grupos frequentemente encontrados nas proteinas. Estes grupos envolvidos na imobilizacdo
devem ser estaveis para permitir que a enzima permaneca imobilizada mesmo em longos
periodos de reacdo.** Recentemente, alguns estudos tém sido voltados para a modificacdo
estrutural de argilas através da organofuncionalizacdo. O processo consiste na introducéo de
um radical alcoxi através da interacdo com as hidroxilas presentes na superficie da argila.
Geralmente, os silanos utilizados apresentam uma estrutura do tipo R-SiX3, onde X é o grupo
hidrolisavel, normalmente metéxi (-OCHs) ou etdxi (-OC,Hs).*

O glutaraldeido é o agente modificador mais empregado na imobilizacdo de enzimas
devido a sua versatilidade e boa estabilizacdo. Desta forma, o tratamento com glutaraldeido
em suportes previamente modificados com grupos amino oferece bons resultados, uma vez
que permite o crosslink entre as moléculas de glutaraldeido ligadas a enzima e também
ligadas ao suporte.®* A ligagdo entre esses grupos ocorre através da formacdo de uma base de
Schiff. Em pH neutro, esta ligacdo é muito instavel, impossibilitando que a enzima fique
imobilizada. Porém, em pH alcalino, os residuos de lisina presentes nas enzimas podem

interagir com o suporte, proporcionando a formacdo de ligacdo suporte-enzima de carater
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multipontual. A finalizagdo do processo de imobilizagdo ocorre na presenca de borohidreto de
sodio, que promove a reducgdo dos grupos aldeidos que ndo reagiram e transforma a base de
Schiff numa ligacdo covalente simples, que é estavel e entdo possibilita a fixacdo da enzima
no suporte sélido. A Figura 14 ilustra o processo de imobilizacdo em suportes contendo
grupos glioxil.

7
0-CH,—C [ 0-CH,—CH,0H
“H
-0-CH,—CH=N— —O-CH,—CH,— NH—
NaBH,
[~O-CH,—CH=N — 0-CH,—CH,— NH
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Figura 14. Imobilizacdo de enzimas em suportes ativados com grupos glioxil.

Yigitoglu et al*® estudaram a imobilizaco da lipase de Candida rugosa em polietileno
tereftalato (PET) modificado com acrilamida. Os grupos amida presentes no suporte foram
convertidos em grupos amina através da reacdo de degradacdo de Hofmann e o material foi
ativado com uma solucdo 2% de glutaraldeido por 18 horas. A imobilizacdo da enzima foi
realizada em pH 4, em temperatura ambiente, sob agitacdo em shaker por 18 horas. A lipase
imobilizada mostrou alta taxa de hidrélise na utilizagdo dos 6leos de canola e oliva como
substratos e manteve 90% da atividade inicial apos 60 dias, quando estocada a 4 °C.

Castro et al®®* mostraram a imobilizacdo das lipases de TLL e Pseudomonas
fluorescens (PFL) em resina Toyopearl AF-amino-650M, utilizando glutaraldeido, glicidol e
epicloridrina como agentes de ativacdo. A imobilizacdo das enzimas ocorreu em temperatura
ambiente, pH 10,05 e na presenca de triton X-100. O biocatalisador obtido com TLL e a
resina modificada com glicidol (grupos glioxil) mostraram maior atividade hidrolitica e
melhor estabilidade térmica, enquanto 0 mesmo suporte imobilizado com PFL mostrou
menores atividade e estabilidade. Contudo, na reacdo de transesterificacdo houve similar
formacdo de éster utilizando esses dois biocatalisadores. Na sintese de biodiesel, a maior
conversao foi atingida com 6leo de palma, catalisada pelos derivados glioxil-TLL e glioxil-

PFL.
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Gopinath et al®*

testaram a imobilizagdo de a-amilase, glucoamilase e invertase em
argila. MMT K10 através das metodologias de adsor¢do e ligacdo covalente, esta Ultima
ativando o suporte com APTES e glutaraldeido. A caracterizacdo dos biocatalisadores
mostrou que as cadeias laterais da enzima ficaram intercaladas no espago interlamelar e

mostraram atividade catalitica significativa.

2.5. BIOCATALISE EM MEIOS NAO CONVENCIONAIS

Na natureza, as enzimas normalmente funcionam em solucéo aquosa. Devido a isso, a
maioria dos estudos realizados com o emprego destas biomoléculas foi realizada em meio
aquoso. A quantidade de agua ligada a enzima estd diretamente relacionada com as suas
propriedades como atividade, estabilidade e especificidade, uma vez que a agua participa das
interacdes ndo-covalentes responsaveis pela conformacdo cataliticamente ativa da enzima.
Portanto, pequenas variacbes na quantidade de agua podem provocar alteracdes na
conformacdo da enzima, com consequente inativacdo. Por outro lado, o uso de agua como
solvente limita algumas aplicacGes da biocatalise, principalmente em processos que envolvem
substratos hidrofébicos.** >

A utilizacdo de meios ndo convencionais inclui o emprego de solventes organicos,
fluidos supercriticos e liquidos iénicos, a fim de possibilitar a solubilizagdo de substratos
hidrofobicos, reduzindo alguns efeitos inibitdrios ou tdxicos causados pelo substrato ou pelo
produto da reacdo. A selecdo do solvente deve ser realizada de forma a permitir que 0 mesmo
atue como diluente no meio reacional, sem interferir na atividade catalitica da enzima.> Por
outro lado, a presenca de solventes organicos pode provocar a desnaturacdo ou inibicdo da
enzima. Portanto, € necessario manter um nimero minimo de moléculas de agua suficientes
para manter a conformacao da enzima e possibilitar a atividade catalitica em meio de solvente

organico.’®°’

Gagnon et al®” °®

estudaram o efeito do solvente na atividade das lipases Candida
anterctica, Pseudomonas cepacia e Thermomyces lanuginosus. Quinze solventes hidrofilicos
e hidrofobicos foram avaliados na metandlise do éleo de soja. Os resultados mostraram que 0
rendimento em ésteres foi dependente do coeficiente de particdo dos solventes. Os solventes
derivados de hidrocarbonetos saturados possibilitaram o maior rendimento utilizando as trés

enzimas, dos quais isooctano e n-hexano exibiram o melhor desempenho.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Imobilizar a enzima lipase comercial (Lipolase®) em argila montmorilonita K10
através dos métodos de adsorcéo e ligacdo covalente, para utilizagdo como biocatalisador em

reacOes de modificacdo de dleos vegetais como hidrolise e alcodlise enzimatica.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver novos sistemas cataliticos: catalisadores enzimaticos heterogéneos;

e Caracterizar o biocatalisador;

e Caracterizar os produtos das reacoes;

e Otimizar as condicdes para a imobilizacdo da enzima e para as reacoes de hidrolise e
alcoolise enzimatica;

e Avaliar a reusabilidade dos sistemas cataliticos.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. MATERIAIS E REAGENTES

Os reagentes foram utilizados sem purificacdo prévia. Os fosfatos de sddio
monobasico monohidratado p.a. (Vetec) e dibasico p.a. (Vetec) foram utilizados no preparo
da solugéo tampéo. Tris(hidroximetil)aminometano p.a. (Vetec) e triton X-100 (Vetec) foram
empregados na formulacdo da solugdo emulsionante. Corante Coomassie brilliant blue G-250
(Bio-Rad Laboratories), alcool etilico p.a. (Synth) e acido fosférico 85% p.a. (Nuclear) foram
utilizados no preparo do reagente de Bradford. A enzima Lipolase® foi adquirida da
Novozymes. A argila montmorilonita K10 (MMT K10, Sigma-Aldrich) foi utilizada como
suporte para imobilizacdo da enzima. Os compostos 3-aminopropiltrietoxisilano 99%
(APTES, Sigma-Aldrich) e glutaraldeido 25% (Dinadmica) foram empregados na modificagdo
da MMT K10. O p-nitrofenilpalmitato (p-NPP, Sigma-Aldrich) foi o substrato utilizado no
ensaio enzimatico para determinagdo da atividade hidrolitica da enzima. Albumina de soro
bovino (BSA, Alamar Tecno-cientifica) e p-nitrofenol standard solution 10 mM (p-NP,
Sigma-Aldrich) foram os padrdes empregados na obtencdo da curva padrdo das solugdes de
Bradford e emulsionante, respectivamente.

Os dGleos vegetais foram adquiridos no comércio local: azeite de oliva extravirgem
(Costa d’oro) e 6leo de soja (Liza). O azeite de oliva é o substrato padréo utilizado nas
reacdes de hidrolise enzimatica e o 6leo de soja foi empregado como substrato nas reacdes de
alcoolise devido a grande disponibilidade e ao interesse comercial do produto final da reacéo.

Todas as reacOes foram realizadas em triplicata.

4.2. CARACTERIZACAO DOS BIOCATALISADORES

4.2.1. Espectroscopia de Reflectancia Difusa na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier (DRIFTYS)

As amostras foram analisadas na forma sélida e dispersas em KBr, em temperatura
ambiente. O equipamento utilizado foi IR Prestige-21 da marca Shimadzu, com acessorio
Easidiff da Pike Technologies. Os dados foram coletados em porcentagem de transmitancia
(%T) e convertidos em unidades de reflectancia (Kubelka-Munk). Todos os espectros foram

realizados no intervalo de 4000 a 400 cm™, com 64 varreduras e resolucio de 4 cm™.
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4.2.2. Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel

As andlises de atividade enzimatica e quantificacdo de proteina foram realizadas em
espectrofotdmetro ultravioleta-visivel, modelo UV-1600 Spectrophotometer, fabricado pela

Pro-Analise, em comprimentos de onda de 410 nm e 595 nm, respectivamente.

4.2.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios-X (EDS)

A caracterizacdo morfoldgica das amostras foi realizada em microscopio eletronico de
varredura com detector de elétrons secundarios, marca JEOL, modelo JSM-6300F em 20 KV,
acoplado a um espectrémetro de raios-X dispersivo em energia da marca Noran System
Instruments EDX. As amostras foram depositadas em fita dupla face de carbono em suportes

de aluminio e metalizadas com platina.

4.2.4. Area Superficial Especifica (BET), Volume e Diametro do Poro (BJH)

A determinacéo da area superficial foi realizada pelo método BET (Brunauer-Emmett-
Teller), em equipamento Quantachrome Autosorb Autommated Gas Sorption Report. O
volume e o didmetro dos poros foram obtidos pelo método BJH (Barret, Joyner e Halenda) em
instrumento Micromeritics Gemini Series. As amostras foram previamente desgaseificadas

sob vacuo por 16 horas em temperatura ambiente.

4.2.5. Difracédo de Raios-X (DRX)

As analises de difracdo de raios-X foram realizadas em equipamento Siemens, com
goniometro tipo D500. A radiagdo Ko empregada foi do cobre (A=0,15418 nm), com valores
de 26 variando entre 2 ° e 20 °.

4.2.6. Analise Termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas foram realizadas em equipamento SDTQ600, de
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25 a 800 °C sob fluxo de nitrogénio (100 mL min™) e de 800 a 1000 °C sob fluxo de ar

sintético (100 mL min™), empregando uma taxa de aquecimento de 10 °C min™.

4.2.7. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de H)

Os espectros de RMN de *H foram adquiridos em instrumento VARIAN, modelo
INOVA 300 MHz, empregando tetrametilsilano (TMS) como referéncia. Aproximadamente
60 mg de amostra foram solubilizadas em 0,6 mL de cloroférmio deuterado (CDCIs). Para 32
repeticdes, o tempo total para obtencdo dos espectros foi de 6 min e 49 s. O pulso aplicado foi
de 7,5 us, correspondente ao angulo de nutagdo 71,1°, largura espectral de 4799,3 Hz e 65536

pontos utilizados durante a aquisi¢do.

4.3. CARACTERIZACAO DOS OLEOS VEGETAIS

4.3.1. indice de lodo

A determinacdo do indice de iodo foi realizada de acordo com ABNT NBR
9231:2002.%° Em erlenmeyer de 500 mL com tampa, pesar cerca de 0,3 g de amostra.
Adicionar 15 mL de cloroférmio p.a. e volumetricamente 25 mL de solucdo de Wijs e deixar
a mistura em repouso por 1 h a 20 °C. Seguir acrescentando 150 mL de agua destilada e 20
mL de solucdo de iodato de potassio 10% e titular a amostra com solucdo padrdo de
tiossulfato de sédio 0,1 M até coloracdo amarela. Adicionar 3 mL de solucdo de amido 1%
como indicador e continuar a titulacao até que o sistema permaneca incolor.

O indice de iodo define o nimero de ligacdes insaturadas em substancias graxas. E

expresso em g de iodo por 100 g de amostra e calculado conforme a Equacéo 1.

indice de iodo = 126,9 x M x (Vb-Va) (1)

10xm
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Onde:
126,9 é a massa molar do iodo (g), M é a molaridade da solugdo de Na,S,05 (mol L™),
Vb € o volume gasto na determinagdo em branco (mL), Va é o volume titulado com a amostra

(mL) e m é a massa de amostra (g).
4.3.2. indice de Acidez

O indice de acidez foi determinado de acordo com a norma ABNT NBR
11115:1998.%° Pesar aproximadamente 7 g de amostra em erlenmeyer e acrescentar 100 mL
de etanol p.a. neutralizado. Aquecer o sistema até solubilizacdo completa da amostra. Ainda
quente, adicionar 5 gotas de fenolftaleina como indicador e titular o contetdo de &cidos
graxos livres com solugdo padrdo de KOH etandlica 0,1 M, até coloracdo rdsea persistente
por, no minimo, 10 segundos.

O indice de acidez é expresso em mg de KOH por g de 6leo e foi calculado de acordo

com a Equagéo 2.

indice de acidez = V x M x 56,1 (2)

m

Onde:
M é a molaridade da solucdo de KOH (mol L™), V é o volume titulado com a amostra

(mL) e m é a massa de amostra (g).

4.3.3. Indice de Saponificacio

A determinacdo do indice de saponificacdo foi realizada conforme descrito em AOCS
(Cd 3-25).%" Pesar entre 2 a 5 g de amostra em um bal&o de fundo redondo. Adicionar 50 mL
de solucdo de KOH alcodlico 1% e manter o sistema em refluxo por 30 minutos. Titular o
contetido de base remanescente com solucéo padrdo de HCI 0,75 mol L™ até desaparecimento
da coloracéo rosa.

O indice de saponificacdo é calculado conforme a Equacdo 3 e € expresso em mg de
KOH por g de amostra.

indice de saponificacdo = 56,1 x M x (Vb-Va) 3)
m
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Onde:
M é a concentracdo da solucdo de HCI (mol L™), Vb é o volume gasto na
determinacdo em branco (mL), Va € o volume titulado com a amostra (mL) e m é a massa de

amostra (g).

4.3.4. Determinacdo da massa molar média e do numero de liga¢cdes duplas do azeite de
oliva e do 6leo de soja

A massa molar média dos substratos foi calculada de acordo com a Equacéo 4,
baseada no espectro de RMN de *H obtido nas condic¢des descritas no item 4.2.7.

Ms = 15,034H/3(B/4) + 14,026(C + D + E + F + G)/2(B/4) + (4)
26,016[A — (B/4)]/2(B/4) + 173,1

A Figura 15 apresenta o espectro e a representacdo da molécula do 6leo de soja,
através do componente majoritario (&cido linoléico), e a relacdo dos hidrogénios, onde:

- A séo os hidrogénios ligados aos carbonos contendo ligacdo dupla entre si e ligado
ao carbono terciario do glicerol;

- B sdo os hidrogénios ligados aos carbonos metilénicos do glicerol;

- C séo os hidrogénios dos carbonos metilénicos entre carbonos que fazem ligacéo
dupla entre si e E aqueles que estao ligados aos carbonos metilénicos laterais aos carbonos de
dupla ligacao;

- D e F sdo os hidrogénios ligados aos carbonos o e B-carbonilico, respectivamente;

- G séo os hidrogénios ligados aos carbonos metilénicos de cadeia longa e H ligados a

metila terminal.

O numero de ligacdes duplas do 6leo de soja foi calculado de acordo com a Equacéo

ND = (4A) - B (5)
2B

O termo B/4 é chamado de fator de normalizacdo e representa a area relativa a um
hidrogénio. E calculado a partir da area dos quatro hidrogénios dos grupos metilenos do
glicerol (B da Figura 15) e pode ser utilizado quantitativamente, uma vez que as modificacoes

da molécula ndo ocorrem neste grupo e o sinal ndo sofre interferéncia de outros sinais.®?
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Figura 15. Estrutura do 6leo de soja representada pelo seu componente majoritario (acido

linoleico) e respectivo espectro de RMN de tH.

4.4, DETERMINACAO DO RENDIMENTO EM ESTERES

A reacdo de alcodlise enzimatica provoca alteracdo da estrutura do 6leo na regido do
glicerol. Desta forma, ha tendéncia da diminuicdo do sinal dos hidrogénios A e B,
representados na Figura 15, e o surgimento do sinal indicado pelo hidrogénio I (Figura 16),
relacionado a formacédo dos ésteres metilicos, também mostrados na Figura 16.

O rendimento dos ésteres metilicos pode ser calculado através da analise das areas
integradas do espectro de RMN de *H do produto da reagdo, de acordo com a relacdo entre 0s
hidrogénios do grupo metileno a-carbonilico (D Figuras 15 e 16, 6 = 2,3 ppm) e os

hidrogénios do grupo metoxi (I Figura 16, 6 = 3,7 ppm).
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Figura 16. Estrutura da molécula do linoleato de metila, metil-éster majoritario derivado do
Oleo de soja e espectro de RMN de *H da mistura de ésteres metilicos obtida a partir da

transesterificacdo do 6leo de soja.

Enguanto os hidrogénios | sdo caracteristicos dos espectros com formacéo de esteres
metilicos, os hidrogénios D estdo presentes nas moléculas de triglicerideo, de monoglicerideo,
de diglicerideos e de ésteres metilicos correspondentes.®® Desta forma, os hidrogénios D
podem ser utilizados como fator de normalizacdo na quantificacdo do produto deste tipo de

reacdo e a conversao calculada de acordo com a Equacéo 6.

Rendimento (%) = 100 (21) (6)
3D
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4.5. IMOBILIZACAO DA ENZIMA LIPOLASE® NA ARGILA MMT K10

A argila foi previamente mantida sob agitacéo vigorosa com agua deionizada durante
6 horas. Apos filtracdo em vidro sinterizado, o material foi seco em estufa por 12 horas a 120
°C e calcinado em mufla a 350 °C durante 12 horas.®*

4.5.1. Imobilizacédo pelo método de adsorcao

Para a imobilizacdo da enzima, foi adicionado 1 mL de solucdo tamp&o fosfato de
s6dio 0,05 mol.L™ (pH 8,0) a 100 mg de argila calcinada, seguido por 20 pL de solucdo de
Lipolase®. A mistura foi mantida sob agitacéo a 120 rpm, a 37 °C, durante 24 horas.

4.5.2. Imobilizagéo pelo método de ligagéo covalente

4.5.2.1. Tratamento da MMT K10 com glutaraldeido

A argila calcinada foi colocada em contato com solucdo aquosa de glutaraldeido
(Figura 17) 2,5% (v/v), sob agitacdo constante, durante 30 minutos. O material foi lavado com
agua deionizada para remover o excesso de glutaraldeido e entdo o procedimento de
imobilizacdo foi realizado como descrito para o método de adsorcdo no item 4.5.1. Para
remover as moléculas de enzima que possam ter sido adsorvidas e ndo ligadas covalentemente

ao suporte, o material foi lavado com solucdo 1 mol L™ de cloreto de sédio.

VAN

O O

Figura 17. Molécula do glutaraldeido.
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4.5.2.2 Modificacdo da MMT K10 com APTES e glutaraldeido

A argila calcinada foi misturada com solu¢do de APTES (agente espacador - Figura
18) em acetona 10% (v/v), na proporcéo de 10 mL de solucdo para 1 g de argila, e agitada em
shaker por 3 horas. O material foi filtrado através de vidro sinterizado, lavado com acetona
até que o filtrado permanecesse limpido e seco em estufa a 80 °C por 12 horas. A argila entdo
foi tratada com solucdo aquosa de glutaraldeido 10% (v/v), na mesma proporcao descrita no
item 4.5.2.1 e agitada em shaker por 3 horas. O suporte foi filtrado e lavado com agua
deionizada para retirar 0 excesso de glutaraldeido e seco a 60 °C por 12 horas. O
procedimento para imobilizacdo foi 0 mesmo descrito para 0 método de adsorcdo no item
4.5.1.°* As moléculas de enzima adsorvidas ao suporte foram removidas através da lavagem

com solucéo 1 mol.L™ de cloreto de sédio.

9] /\CHs
HC /\D— ii
N N
e 5 NH:

Figura 18. Estrutura do 3-aminopropiltrietoxisilano.
4.6. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Apos a imobilizacdo, o sistema suporte-enzima foi centrifugado e lavado com solucao
tampdo fosfato de sédio 0,05 mol L™ (pH 8,0). Este processo foi repetido trés vezes. Os
sobrenadantes foram utilizados para avaliagdo da atividade enzimatica e quantidade de
proteina perdidas durante o processo de imobilizacdo. A atividade catalitica foi determinada
através do método de hidrolise do p-NPP (Figura 19), cujo produto formando é o p-nitrofenol

(p-NP), que apresenta absorcdo em 410 nm.

OH
0 0
Il Il
CH3(CH2)130H2-C-§O NOZ e + CH3(CH2)13CH2—C—OH
0,

p-nitrofenilpaimitato

p-nitrofenol
Figura 19. Formacao do p-NP a partir da hidrdlise do éster p-NPP.
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Para a determinagdo da atividade hidrolitica, 100 puL de solu¢ao de enzima livre e dos
sobrenadantes foram adicionados a 900 pul. de emulsdo, composta por 90% de solugdo
emulsionante (0,444 g de triton X-100 dissolvidos em 100 mL de tampao tris-HCI 50 mM, pH
8,0) e 10% de substrato (3 mg/mL de p-NPP em isopropanol). As amostras foram mantidas a
37 °C em banho termostatizado por 30 minutos. Uma unidade de atividade enzimética (U) foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de p-NP por minuto de reagao.”

O rendimento do processo de imobilizacéo foi determinado de acordo com a atividade
inicial da solugdo enzimatica (Ul) e a atividade recuperada no sobrenadante (US) e nas
lavagens (UL), conforme a Equacéo 7.

Rendimento: Ul — (US + UL)  x 100 (7)
Ul

A eficiéncia foi avaliada através da atividade catalitica medida diretamente no suporte,
em relacdo as atividades aplicada (Ul) e recuperada no processo (US + UL), de acordo com a
Equacéo 8.

Eficiéncia: Atividade no suporte x 100 (8)
Ul - (US + UL)

4.7. DETERMINACAO DE PROTEINAS

O método de Bradford utiliza o corante “Coomassie brilliant blue” BG-250 e é
baseado na interacdo entre o corante e 0s aminoacidos das cadeias laterais das proteinas. No
pH da reacdo, essa interacdo provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma
anionica, de coloracio azul, que absorve fortemente em 595 nm.® Para o preparo do reagente,
0,1 g do corante foram dissolvidos em 50 mL de etanol 95%, sob agitacdo constante, seguido
pela adicdo de 100 mL de acido fosforico 85%. A solucdo foi transferida para baldo

volumétrico de 1000 mL e o volume completado com agua deionizada. Apos a filtracdo da
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solucdo em papel filtro qualitativo, foi realizada uma curva padrdo utilizando albumina de
soro bovino (BSA) como padrdo de proteina.

Para determinacdo da quantidade de proteina, 20 pL de amostra foram acrescentados
em tubos de ensaio, seguidos pela adicdo de 1 mL do reagente de Bradford. Apos o intervalo
de 30 minutos, as absorbancias foram analisadas em espectrofotdmetro a 595 nm.®

4.8. ESTUDO DE ESTABILIDADE NO ARMAZENAMENTO

Os sistemas imobilizados foram acondicionados e estocados sob refrigeracéo a 4 °C,
em solucdo tampéo fosfato pH 8,0. As amostras foram centrifugadas e submetidas ao ensaio
de atividade enzimatica, conforme descrito no item 4.6. O acompanhamento das atividades
cataliticas foi realizado no periodo de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 e 60 dias.

4.9. REACOES DE HIDROLISE

As reacdes de hidrélise dos 6leos vegetais foram realizadas de acordo com Li e Wu.®
Em frascos erlenmeyer de 125 mL, foram pesados cerca de 2 g de amostra e emulsionados
durante 30 min a 37 °C com 1 mL de solucdo tamp&o fosfato 0,05 mol L?, pH 8,0. A
quantidade definida de biocatalisador (100 mg) foi acrescentada e o sistema mantido sob
agitacdo em shaker (120 rpm), a 37 °C, durante 1, 6, 24 e 48 horas. Para interromper a reacao,
10 mL de uma solucdo 1:1 de acetona e etanol foram adicionados e a quantidade de acidos
graxos produzidos durante a reacdo foi determinada titrimetricamente com solucdo padrao de
hidréxido de sodio 0,1 mol L™, na presenca de fenolftaleina como indicador.

Para avaliar o efeito da quantidade de agua presente no sistema, testou-se a relacéo
Oleo:agua igual a 3:1 (m/m), nas mesmas condicdes descritas acima. As reacdes foram
acompanhadas no intervalo de 24 horas.* ®% ™
A porcentagem de hidrolise foi calculada relacionada aos indices de saponificacao e de

acidez dos 6leos, conforme a Equacéo 9.”

% hidrolise = (Va-Vb) x M x 56,1 x 100 (9)
(IS-1A) xm
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Onde:

M é a concentracdo da solucdo de NaOH (mol L™), Va é o volume gasto na titulagio
da amostra (mL), Vb é o volume gasto na titulagdo em branco (mL), IS é o indice de
saponificagdo, 1A é o indice de acidez e m é a massa da amostra (g).

4.10. REACOES DE ALCOOLISE ENZIMATICA

As reacdes de alcodlise enzimatica foram realizadas de acordo com Schneider 2003.”
Em frascos erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 1 mmol de 6leo (~ 0,8 g), 3 mmol de
metanol (140 pL), 8,3 mmol de agua (150 pL), 100 mg de enzima imobilizada e 40 mL de
hexano. O sistema foi colocado em shaker a 37 °C, com rotacdo de 200 rpm, e a reacdo foi
acompanhada nos tempos de 1, 3, 6, 12 e 24 horas. Apos estes intervalos, a amostra foi
filtrada através de vidro sinterizado para recuperacdo do biocatalisador. O solvente foi
eliminado em evaporador rotatorio e o produto foi analisado por RMN de *H.

As mesmas rea¢Oes foram conduzidas com o aumento da concentragdo de metanol,
com razdes Oleo:metanol iguais a 1:4 e 1:6, esta Gltima com adigdo do metanol em trés etapas
(1/3 no tempo zero, 1/3 apos 30 min e 1/3 apos 1h do inicio da reacdo). Os processos foram

acompanhados no periodo de 24 horas.*% -7

4.11. AVALIACAO DA ESTABILIDADE OPERACIONAL

A reusabilidade dos sistemas imobilizados foi avaliada através da hidrélise do p-NPP
(item 4.6). Para cada reacdo, as amostras foram submetidas ao ensaio de atividade enzimatica
e centrifugadas. O biocatalisador separado foi lavado com tampéo fosfato 0,05 mol L™ (pH 8)
e novamente utilizado para a reacdo com o substrato na mesma concentracdo. 10 ciclos
consecutivos foram realizados.

Os testes também foram determinados na hidrélise do azeite de oliva e do 6leo de soja,
de acordo com o procedimento descrito na secdo 4.9. A relacdo 6leo:agua utilizada foi 2:1
(m/m). A cada 24 horas de reacdo, o biocatalisador foi removido através de filtracdo em vidro
sinterizado, lavado com tamp&o fosfato 0,05 mol L™ (pH 8,0) e reutilizado em uma nova

rea(;éo com o substrato na mesma concentragéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Buscando avaliar a eficiéncia das modificacGes realizadas no suporte e o
comportamento catalitico dos sistemas obtidos neste trabalho, a seguir serdo descritos os
resultados obtidos através de diversas ferramentas para o entendimento dos processos
realizados. Todas as reagdes foram realizadas em triplicata.

5.1. CARACTERIZACAO DO SISTEMA IMOBILIZADO

Conforme descrito anteriormente, a atividade catalitica da enzima livre e dos
biocatalisadores foi determinada pelo método de hidrolise do p-NPP e a quantificacdo de
proteinas foi realizada pelo método de Bradford.

A Tabela Il mostra os resultados obtidos para a enzima livre e 0s sistemas
imobilizados, avaliando o efeito da concentracdo de solugdo enzimatica aplicada no processo
de imobilizagdo. As amostras imobilizadas através do meétodo de adsorgcdo foram
denominadas MMT-Enz e aquelas imobilizadas pelo método de ligacdo covalente foram
chamadas de MMT-Glu-Enz e de MMT-APTES-GIlu-Enz. Os volumes de solugdo enzimatica
utilizados foram 20 pL, 40 pL e 80 pL. A atividade catalitica da solugcéo enzimatica € de 32,6
U/mL e a quantidade de proteina é de 25 mg/mL.

Tabela I1. Rendimento e eficiéncia dos processos de imobilizacdo e atividade especifica dos
sistemas suporte-enzima.

Rendimento Eficiéncia  Atividade especifica
Suporte

(%) (%) (U/mg)*
Lipolase® livre - - 1,30
MMT-Enz20 93 16 0,35
MMT-Enz40 49 22 0,27
MMT-Enz80 68 13 0,53
MMT-GIlu-Enz20 88 38 0,92
MMT-GIlu-Enz40 76 22 0,32
MMT-GIlu-Enz80 76 12 0,20
MMT-APTES-Glu-Enz20 93 25 0,52
MMT-APTES-Glu-Enz40 83 19 0,40
MMT-APTES-GIlu-Enz80 70 14 0,20

1 Unidades enzimaticas (umol min™) por miligrama de proteina.
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De acordo com os dados da tabela, observa-se que os sistemas MMT-Enz20 e MMT-
APTES-Glu-Enz20 apresentaram 0s maiores rendimentos no processo de imobilizagdo.
Comparativamente, sdo listados na ordem decrescente de rendimento como: MMT-Enz20 =
MMT-APTES-Glu-Enz20 > MMT-Glu-Enz20. Porém, o sistema que mostrou maior
eficiéncia em atividade catalitica foi MMT-GIlu-Enz20, seguido por MMT-APTES-Glu-
Enz20 > MMT-Enz20.

Como forma de facilitar a visualizagcdo dos resultados obtidos, as Figuras 20 e 21
ilustram o desempenho para o rendimento e a eficiéncia dos processos, respectivamente,

durante a avaliacdo da quantidade de solucdo enzimatica disponibilizada para a imobilizacéo.

Rendimento
100 -
80 -
60 -
X
40 - —e— MMT-Enz
-+ MMT-Glu-Enz
20 -
-—&-- MMT-APTES-Glu-Enz
O T T T 1
0 20 40 60 80
Volume de enzima (uL)

Figura 20. Rendimento dos processos de imobilizacdo utilizando os suportes MMT, MMT-
Glu e MMT-APTES-GIu com diferentes concentracdes de solucdo enzimatica.
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Eficiéncia
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- f--- MMT-Glu-Enz

-=k=-- MMT-APTES-Glu-Enz

0 T T T 1
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Volume de enzima (uL)

Figura 21. Eficiéncia catalitica dos sistemas imobilizados MMT-Enz, MMT-GIlu-Enz e
MMT-APTES-GIu-Enz.

Para todos os casos estudados, 0os dados mostram que oS maiores rendimentos na
imobilizacdo da enzima (cerca de 90%) foram alcancados quando 20 pL de solucédo
enzimatica foram aplicados no processo. Para o sistema MMT-Enz, o aumento da quantidade
de enzima disponivel para imobilizagdo para 80 pL provocou um aumento na atividade
especifica, provavelmente pelo acumulo de camadas de enzima adsorvidas ao suporte.
Contudo, grande parte da atividade catalitica da enzima foi perdida no processo de
imobilizacdo, uma vez que o rendimento diminuiu. Para o biocatalisador MMT-Glu-Enz, o
aumento da quantidade de enzima praticamente ndo influenciou a atividade catalitica e houve
pouca variacdo no rendimento do processo. Porém, como a quantidade de proteina
imobilizada foi bastante significativa, a atividade especifica foi bastante inferior, uma vez que
a atividade do sistema ndo aumentou na mesma proporcao. Por ultimo, para o material MMT -
APTES-Glu-Enz, o acréscimo do volume de solucdo enzimatica provocou um pequeno
aumento da atividade catalitica do sistema, mas um decréscimo no rendimento e na eficiéncia
do processo. A diminuicdo da atividade especifica foi bastante significativa, ja que a atividade
do sistema ndo foi proporcional ao aumento da quantidade de proteina imobilizada.

De acordo com esses resultados, a quantidade ideal de solu¢do enzimatica definida
para utilizacdo nos ensaios foi de 20 puL. Aparentemente, uma menor concentracdo de enzima

proporciona uma melhor distribuicdo das moléculas na superficie do suporte, facilitando o
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contato com o substrato. O biocatalisador MMT-Enz20 manteve cerca de 27% da atividade
especifica em relacdo a enzima livre, enquanto os sistemas MMT-GIlu-Enz20 e MMT-
APTES-GIu-Enz20 suportaram 70% e 40%, respectivamente.

A andlise por DRX permite avaliar possiveis modificacdes na estrutura da argila. Os
difratogramas da MMT, da MMT-APTES-Glu e da MMT-APTES-GIlu-Enz20, indicados na
Figura 22, mostram que ndo ha alteracdo na estrutura da argila quando esta € submetida as
modificacfes com o organosilano, com o agente bifuncional e também na presenca da enzima.
O espacamento interlamelar (dgo1) ¢ mantido e os valores encontrados foram de 260 igual a

8,85° que, de acordo com a Lei de Bragg, resulta em aproximadamente 10 A.

— MMT
— MMT-APTES-Glu
MMT-APTES-Glu-Enz

Intensidade

0 2 4 G 8 10 12 14 16 18 20 22

2 6 (graus)

Figura 22. Difratogramas da MMT ativada (a), da MMT-APTES-Glu (b) e da MMT-
APTES-GIlu-Enz20 (c).

Uma das metodologias mais comuns para a determinacdo da area superficial e a
dimensdo dos poros de um sélido envolve a quantidade de adsorbato necessaria para recobrir
com uma monocamada a superficie de um adsorvente. Usualmente, os adsorbatos sdo gases e

a quantidade de gés adsorvida é funcdo da interacdo entre este gas e o sélido e, portanto,
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sendo dependente da natureza destas espécies. Neste processo, quando um solido é exposto a
um gas num sistema fechado e a temperatura constante, o sélido passa a adsorver o gas,
culminando no aumento da massa do sélido e na diminuicdo da pressdo do gas, até
determinado tempo onde estes parametros adquirem valores constantes. "

A avaliacdo da area superficial especifica (Ager), volume e diametro dos poros sdo
mostrados na Tabela I11. As areas obtidas através da adsor¢éo de N, mostram que ocorre um
decréscimo de 196 para 73 m? g* com a funcionalizacdo do material com APTES e
glutaraldeido e de 73 para 67 m® g com a imobilizacdo da enzima. Os dados também
mostram uma diminuicdo no volume do poro, que varia de 0,229 a 0,126 cm® g%,
provavelmente provocada pelo preenchimento dos poros pelas moléculas dos agentes
funcionalizantes e também por parte da molécula da enzima. Como consequéncia da
diminuicdo do volume do poro, é possivel observar o aumento do didmetro. Em vista disto,
estes dados corroboram a conclusdo de que hd modificacdo da argila com os agentes

funcionalizantes.

Tabela I11. Area superficial especifica (Ager), volume do poro (Vporo gy) e didmetro do
poro (Dporo gyn) da argila MMT ndo-ativada, MMT, MMT-APTES-Glu e MMT-APTES-
Glu-Enz20.

Composto Ager (M°gY)  Vporog (cm®g?)  Dporo gn (A)
MMT né&o-ativada* 201 0,251 n.i.2
MMT 196 0,229 65
MMT-APTES-Glu 73 0,148 81
MMT-APTES-Glu-Enz20 67 0,126 75

1 Dados obtidos pelo fabricante.
2 ndo informado.

O estudo de varios resultados experimentais permitiu a classificacdo das isotermas de

adsorcdo em seis tipos caracteristicos, mostrados na Figura 23."
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Figura 23. Tipos de isotermas de adsorco.”

O formato da isoterma é funcdo do tipo da porosidade do solido, caracterizada de
acordo com o diametro do poro.”* As Figuras 24a, 24b e 24c ilustram as isotermas de

adsorcao e dessorcdo de nitrogénio obtidas para os materiais estudados.

215,15

WVolume [cc/g]

0.00 0,10 0,20 0.30 040 0.50 0,60 0,70 0,30 0.50 1,00

Pressdo relativa (P/Pa)

Figura 24a. Isoterma de adsorcéao (e) e dessorcéo () de nitrogénio para MMT.
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Figura 24b.

050 0.60 080 090 1.00

Pressio relativa (P/Po)

020 030 040

Isoterma de adsorcdo (e) e dessorcao (e) de nitrogénio para MMT-APTES-Glu.

SQTE0 |

Volume [cc/g]

0,00

Figura 24c.

Enz20.

0,10 0,30 0.40 0.50 0.60 0,30 0.90 1,00

Pressio relativa (P/Po)

Isoterma de adsorcdo (e) e dessorcdo (e) de nitrogénio para MMT-APTES-Glu-

E possivel definir que o perfil das isotermas é do tipo IV, caracteristica de solidos

mesoporosos (20 < ¢ < 500 A). Esta isoterma exibe uma regido onde a pressdo relativa varia

pouco e o volume adsorvido aumenta bruscamente. Associado ao processo de condensacdo

capilar esta o loop de histerese, que resulta no total preenchimento dos mesoporos quando a

pressdo relativa € menor que 1 (P/Po < 1). A histerese significa que a curva de dessor¢do ndo
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coincide com a de adsorcéo.” De acordo com a classificagdo da IUPAC, o tipo de histerese

observado é do tipo H4, caracteristico de materiais lamelares com poros do tipo fenda.” "’

A Figura 25 traz as micrografias obtidas por MEV e a andlise da composicao

qualitativa e semiquantitativa dos elementos presentes na area total observada da argila MMT

K10, no material modificado MMT-APTES-Glu e na presenga de enzima imobilizada MMT-
APTES-GIlu-Enz20.

Concentragédo em
ElementO peso (%)

C 15
(0] 19
Al 7
Si 36
K 1
Ca <1
< P, A0S S fm A Fe 3

Concentragédo em

C 25

N 19

0 16
Al 4

Si 19

K <1
Ca <1
Fe <2

Concentragdo em
Elemento peso (%)

C 30

N 10

0 16

Al 4

Si 18

K <1
Ca <1
Fe 2

Figura 25. Micrografias (800 X) obtidas por MEV e composicdo definida por EDS: (a) da
MMT ativada; (b) da MMT-APTES-Glu; (c) da MMT-APTES-Glu-Enz20.

As imagens geradas através da emissdo de elétrons secundarios fornecem detalhes da

superficie do material. E possivel perceber que a modificacio da argila com os agentes
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APTES e glutaraldeido ndo provoca uma diferenca significativa (Figuras 25a e 25b), uma vez
que as duas imagens apresentam particulas com forma e tamanho semelhantes. A
quantificacdo dos elementos presentes na regido do material exposta ao feixe de elétrons,
obtida por EDS, evidencia a alteracdo da argila na presenca destes compostos, principalmente
pelo aumento da concentragdo dos atomos de carbono e o surgimento do atomo de nitrogénio,
presente no composto APTES.

Observa-se que na presenca da enzima ocorre a formacdo de aglomerados de
particulas volumosos (Figura 25c). As particulas sdo mais compactadas, capazes de recobrir a
superficie do material, sugerindo que a biomolécula esteja depositada na superficie do suporte
e ndo no espago interlamelar da argila, provavelmente devido ao tamanho da cadeia da
proteina. Estas observagdes confirmam os resultados da anélise de DRX, cujo espagamento
interlamelar da argila ndo sofreu alteragcdes. Sendo assim, no processo de imobilizacdo a
enzima ndo € inserida entre as lamelas da argila e fica aderida a superficie através da interacao
das cadeias laterais dos varios grupos de amino&cidos presentes na proteina, conforme

observado por Sanjay e Sugunan.®*

Na tentativa de caracterizacdo da superficie dos biocatalisadores foi realizada a técnica
de DRIFTS, que permite a distincdo dos grupamentos da superficie da amostra. Neste
processo, um feixe incide sobre a amostra e uma parte € absorvida e a outra é refletida
difusamente, que entdo é coletada pelo detector.”® A obtencdo dos espectros em funcdo
Kubelka-Munk possibilita relacionar diretamente a concentracdo das substancias com a
intensidade das bandas.™

A Figura 26 mostra os espectros obtidos para MMT e MMT-APTES-GIlu-Enz20. Os
espectros apresentam bandas caracteristicas das argilas esmectitas, conforme observado por

1. A banda em 796 cm™ foi relacionada & presenca de tridimita, uma das formas

Tyagi et a
cristalinas de silica. A banda préxima de 1047 cm™ corresponde ao estiramento Si-O no
plano. Em 1637 cm™ e 3414 cm™ as bandas sdo caracteristicas da flexdo e do estiramento do
grupo —OH de hidratacdo, enquanto em 3626 cm™ aparece o estiramento das hidroxilas

estruturais presentes nas lamelas das esmectitas dioctaédricas.®
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Figura 26. Espectros de DRIFTS obtidos para MMT e MMT-APTES-GIlu-Enz20.

A banda de absorcdo em 2939 cm™ presente no espectro da argila modificada e na
presenca da enzima corresponde ao estiramento vibracional C-H do grupo CH; presente no
APTES, no glutaraldeido e também na enzima, confirmando a modificacdo do suporte com os
compostos organicos.® Em 2875 cm™ a banda é caracteristica do estiramento vibracional C-H

do grupo —CHO presente na molécula de glutaraldeido.*

A Figura 27 representa as curvas obtidas na analise termogravimétrica, visando
estimar a porcentagem de material introduzido a argila baseada na perda de massa em funcgéo
da temperatura.

Em todos os casos, a primeira perda abaixo de 120 °C é devida as moléculas de agua
adsorvidas, ligadas fracamente ao suporte. Uma menor perda observada no material
modificado sugere um aumento na hidrofobicidade da superficie da MMT apds a

incorporacdo do organosilano.®#*
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Figura 27. Curvas da analise termogravimétrica para as amostras (a) MMT; (b) MMT-
APTES; (¢) MMT-APTES-Glu e (d) MMT-APTES-Glu-Enz20.

As curvas das amostras cujos compostos organicos foram inseridos mostram
comportamentos semelhantes. Proximo a 500 °C, a perda de massa esta relacionada a perda
das hidroxilas estruturais.®* No material silanizado, esta perda chega a quase 5% em massa,
devido a saida do APTES. No sistema contendo glutaraldeido, a perda préxima de 9% ocorre
pela decomposicdo dos grupos organicos e também devido a condensacgédo dos grupos silanois,
formando siloxanos.*® O decaimento acentuado em 800 °C ocorre devido & mudanca do gas
para oxigénio, garantindo a decomposicéo de toda a matéria organica presente na amostra.

Os dados da Tabela IV resumem as perdas de massa de acordo com o aumento da

temperatura e o percentual de material inserido com as modificacGes do suporte.

Tabela IV. Perdas de massa da argila e suas modificacbes em funcdo da temperatura.

Amostra m inicial | Temperatura perdida m final . Ma_terlal
(mg) (°C) (%) (mg) inserido (%)
MMT 4,2490 120 500 [ 89| 24 | 3,6630
MMT-APTES 4,1000 120 500 | 34| 45 | 35510 11
MMT-APTES-Glu 4,5840 120 500 | 31| 89 | 3,6660 20
MMT-APTES-Glu-Enz20 | 6,3120 120 500 | 43| 6,6 | 5,1310 17
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O percentual de material inserido foi calculado de acordo com a perda de massa entre
120 e 500 °C. Analisando os resultados, é possivel concluir que a argila foi modificada na

presenca dos compostos organicos pelo aumento no percentual de material inserido.

5.2. CARACTERIZACAO DOS OLEOS VEGETAIS

Alguns pardmetros importantes para a caracterizacdo de Oleos vegetais foram
determinados. A Tabela VV mostra a caracterizacdo oleoquimica do azeite de oliva e do 6leo de

soja de acordo com os métodos especificados.

Tabela V. Caracterizagdo do azeite de oliva e do dleo de soja.

Parametro Limites Azeitede  Oleo de soja Método
aceitaveis®® oliva refinado
Indice de iodo 75 _ g2 - 130 ABNT NBR
(g de 1,/100g 6leo) 120 -143° 9231:2002
indice de acidez (o aa ABNT NBR
Max. 1 0,8 0,4
(mg KOH g™) Max. 0,3" 11115:1998
Indice de saponificacéo 184 — 196° 188 101 AOCS
(mg KOH g™ 189 — 195° Cd 3-25
Massa molar média
4 763,2 811,2 RMN de *H
(g mol &)
Numero de ligacdes
2,5 3,9 RMN de *H

duplas/mol de 6leo

#limites aceitaveis para o azeite de oliva
> limites aceitaveis para o 6leo de soja refinado

De acordo com os dados da tabela, todos os parametros determinados para o azeite de
oliva e para o0 Gleo de soja estdo dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo, exceto o

indice de acidez do 6leo de soja, que esta ligeiramente acima do especificado.

5.3. REACOES DE HIDROLISE

Em virtude da presenca de sitios acidos presentes na argila, a capacidade catalitica da

MMT e da MMT-APTES-Glu foi avaliada através do método de hidrolise do azeite de oliva,
conforme procedimento descrito por Soares et al.*® Os resultados mostraram que a argila e
seu derivado modificado ndo foram capazes de catalisar a reagdo na auséncia da enzima e,
46



portanto, as reagOes a seguir ndo foram realizadas na presenca do suporte sem a enzima
imobilizada.

As reacOes de hidrolise foram testadas utilizando os sistemas imobilizados MMT -
Enz20 e MMT-APTES-GIu-Enz20, para avaliar o comportamento do método empregado na
imobilizacdo da enzima. Os dados foram comparados com os resultados originados através da
reacdo empregando a enzima na forma livre como catalisador, com atividade catalitica de 0,65
U.

Os resultados obtidos na hidrolise do azeite de oliva sdo apresentados na Tabela VI e
séo ilustrados na Figura 28.

Tabela VI. Hidrélise do azeite de oliva utilizando a enzima na forma livre e nas formas
imobilizadas.

Oleo:H,O  Tempo  Hidrolise

Catalisador® Substrato (m/m) h) (%)

Lipolase® livre Azeite de oliva 2:1 24 55
Lipolase® livre Azeite de oliva 2:1 48 68
MMT-Enz20 Azeite de oliva 2:1 24 4
MMT-Enz20 Azeite de oliva 2:1 48 5
MMT-APTES-GIu-Enz20  Azeite de oliva 2:1 24 8
MMT-APTES-GIu-Enz20  Azeite de oliva 2:1 48 18
Lipolase® livre Azeite de oliva 3:1 24 19

MMT-Enz20 Azeite de oliva 31 24 2

MMT-APTES-GIu-Enz20  Azeite de oliva 31 24 4

% Nas reacdes com azeite de oliva, a atividade catalitica para MMT-Enz20 foi de 0,08 U e para MMT-APTES-
Glu-Enz20 de 0,13 U.

De acordo com os dados da tabela, observa-se um pequeno aumento no rendimento em
hidrolise para os sistemas reacionais envolvendo a enzima na forma livre e MMT-APTES-
Glu-Enz20 como catalisador com o aumento do tempo da reacdo de 24 para 48 horas (Figura
28).
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Hidrolise do azeite de oliva
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Figura 28. Hidrolise do azeite de oliva utilizando os sistemas imobilizados MMT-Enz20 e

MMT-APTES-GIlu-Enz20 e a enzima livre.

Fica evidente a dependéncia do rendimento do processo com a concentracdo de agua
presente no meio reacional, uma vez que a diminuicdo desta quantidade provocou uma queda
de 65% no rendimento em hidrolise utilizando a enzima na forma livre e praticamente 50%
com a utilizacdo dos sistemas imobilizados.

Considerando os resultados obtidos com a utilizacdo da enzima livre como 0 maximo
de rendimento em hidrélise (100%), os sistemas imobilizados MMT-Enz20 e MMT-APTES-
Glu-Enz20 atingiram cerca de 7% e 14% do rendimento, respectivamente, em 24 horas de
reacao, na presenca de 6leo:agua igual a 2:1.

Os dados da Tabela VII mostram os resultados obtidos na hidrélise do dleo de soja,
também ilustrados graficamente na Figura 29.

E possivel perceber que o comportamento da enzima na forma livre foi muito
semelhante para os dois substratos utilizados, com um aumento de cerca de 15% na

porcentagem de hidrolise quando o tempo de reacdo aumentou de 24 para 48 horas.
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Tabela VII. Hidrolise do 6leo de soja utilizando a enzima na forma livre e nas formas

imobilizadas.
_ Oleo:H,0 Tempo o
Catalisador? Substrato Hidrdlise (%0)
(m/m) (h)
Lipolase® livre Oleo de soja 2:1 24 56
Lipolase® livre Oleo de soja 2:1 48 70
MMT-Enz20 Oleo de soja 2:1 24 2
MMT-Enz20 Oleo de soja 2:1 48 <1
MMT-APTES-Glu-Enz20  Oleo de soja 2:1 24 5
MMT-APTES-Glu-Enz20  Oleo de soja 2:1 48 7
Lipolase® livre Oleo de soja 3:1 24 17
MMT-Enz Oleo de soja 31 24 1
MMT-APTES-Glu-Enz20  Oleo de soja 31 24 9

% Nas reacOes com 6leo de soja, a atividade catalitica para MMT-Enz20 foi de 0,11 U e para MMT-APTES-Glu-
Enz20 de 0,15 U.

Resultados semelhantes aos obtidos com a utilizacdo da enzima livre sao
observados na literatura. Freitas et al (2007)° estudaram o comportamento das lipases de
Candida rugosa e de Thermomyces lanuginosus na hidrolise do 6leo de soja. Os rendimentos
atingiram 70 e 53% em 24 horas de reacdo, respectivamente. No trabalho de Pandit et al
(2009), o rendimento na hidrolise do 6leo de mamona na presenca da lipase de Aspergillus
oryaze chegou a 60% em 24 horas de reacéo.

O aumento do tempo da reacdo de 24 para 48 horas ndo provocou alteracao
significativa no rendimento do processo. Da mesma forma como observado para o azeite de
oliva, a diminuicdo da concentracdo de agua presente no sistema provocou uma queda
proxima a 70% no rendimento da reacdo quando empregada a enzima livre, provavelmente
por ndo representar a quantidade minima necessaria para manter a enzima na sua conformacéo
estdvel. Contudo, para o sistema MMT-APTES-Glu-Enz20 esta alteracdo foi relevante,
proporcionando um aumento de 5% para 9% no rendimento. Comparando os dados obtidos e
relacionando o rendimento encontrado com a enzima livre como 0 maximo possivel (100%),
o percentual de hidrolise das reagdes empregando os sistemas MMT-Enz20 e MMT-APTES-
Glu-Enz20 atingiram 4% e 9%, respectivamente, na proporcao 6leo:agua igual a 2:1, em 24

horas de reacéo.
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Figura 29. Hidrolise do oleo de soja utilizando a enzima livre e os sistemas imobilizados
MMT-Enz20 e MMT-APTES-Glu-Enz20.

Para os dois substratos estudados, os maiores rendimentos foram obtidos com o
emprego do biocatalisador MMT-APTES-GIlu-Enz20 e em 48 horas de reacdo, possivelmente
devido a maior estabilidade deste sistema, cujas interagdes que envolvem a ligacdo suporte-
enzima sdo do tipo covalentes.

Segundo dados da literatura, a reacdo de hidrolise enzimatica depende diretamente da
interface 6leo-agua e do produto formado. Puthli et al (2006)%" estudaram a hidrélise do 6leo
de mamona catalisada por lipase de Aspergillus oryzae e avaliaram as condicGes reacionais
como tempo, quantidade de enzima, area interfacial e quantidade de produto. De acordo com
0s autores, 0 aumento da concentracéo do produto, o &cido graxo, pode provocar a diminuicéo
na conversao de hidrélise devido a competicdo do produto com a enzima na ocupacéo da area
interfacial. O trabalho de Talukder et al (2010)* mostrou a conversdo de 6leo de cozinha em
biodiesel através da hidrélise utilizando lipase de Candida rugosa, seguida por esterificacéo
quimica. Nas condicbes estudadas, a atividade méaxima da lipase foi atingida quando a razéo
agua:oleo foi 0,5:1 (v/v), quando a area interfacial atingiu o nivel maximo. O rendimento em
acidos graxos chegou a 93%, apds 10 horas de reacdo, mantendo a concentracdo de enzima

constante (0,05% em relacdo a massa de 6leo).
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5.4. REACOES DE ALCOOLISE ENZIMATICA

As reacOes de alcoolise foram realizadas utilizando 6leo de soja como substrato. O
comportamento da enzima livre e dos biocatalisadores imobilizados é apresentado na Tabela
VI e na Figura 30.

De acordo com a relacdo estequiométrica, a razdo molar éleo:metanol minima para
que a reacdo de alcodlise de triglicerideos ocorra é igual a 1:3. Neste sentido, 0s primeiros
experimentos foram processados nestas condi¢cdes. Em 24 horas de reagdo, o emprego da
enzima livre como catalisador da reacdo promoveu a formagéo de 18% de ésteres metilicos. O
emprego dos sistemas imobilizados mostraram rendimentos inferiores a 10%, sugerindo a

modificacdo do sistema com a finalidade de melhorar o rendimento em ésteres.

Tabela VIII. Alcodlise enzimatica do 6leo de soja utilizando os biocatalisadores e a enzima

livre na presenca de metanol como doador acila.

Catalisador® Razao Tempo (h) Rendimento (%0)
6leo:MeOH

Lipolase® livre 1:3 24 18
MMT-Enz20 1:3 24 3
MMT-APTES-Glu-Enz20 1:3 24 7
MMT-Enz20 1:4 24 0
MMT-APTES-Glu-Enz20 1:4 24 0
Lipolase® livre 1:6 24 59
MMT-Enz20 1:6 24 0
MMT-APTES-Glu-Enz20 1:6 24 3
MMT-Enz20 1.6 48 0
MMT-APTES-Glu-Enz20 1:6 48 5

? A atividade catalitica para os sistemas MMT-Enz e MMT-APTES-Glu-Enz foi de 0,07U.

Alguns estudos tém apresentado a influéncia das variaveis de processo na alcoolise
enzimatica de 6leos vegetais através de um planejamento fatorial. Foi possivel perceber que a
temperatura, a concentracdo de enzima, a concentracdo de agua e a razdo 0Oleo:alcool afetam
diretamente o rendimento do processo.®® A quantidade de 4gua é um pardmetro importante,

pois ajuda a manter a estrutura catalitica da enzima na forma ativa. Ainda assim, devido ao
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carater reversivel da reacdo de alcodlise, uma quantidade de alcool em excesso é requerida
para melhorar o rendimento da reagdo. O metanol é o alcool mais utilizado devido ao baixo
custo e por reagir rapidamente com o triglicerideo. Em contrapartida, as enzimas séo
inativadas na presenca de &lcoois de cadeia curta. Como forma de evitar este problema, alguns
trabalhos como o de Hernandez et al (2008)%° tém avaliado a adicdo do metanol em etapas,
evitando a inativacdo da enzima e aumentando o rendimento da reacdo de alcodlise para
aproximadamente 90% em 7 horas de reacdo. Quanto a presenca de solvente, este torna o
meio reacional homogéneo, solubiliza a glicerina originada como produto e melhora a
solubilidade do alcool no dleo, otimizando a interacdo entre os substratos. Apesar destas
vantagens, pode apresentar algumas desvantagens através da interacdo direta com a enzima,
rompendo as interacdes hidrofobicas com substratos, produtos e com a é&gua do
microambiente da enzima.

Diante destes fatores, as reacdes foram conduzidas na presenca de excesso de metanol.

Alcoolise do 6leo de soja
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Figura 30. Rendimento em éster metilico do 6leo de soja utilizando a enzima livre e 0s
sistemas imobilizados MMT-Enz20 e MMT-APTES-Glu-Enz20.

Mantendo as demais variaveis do processo inalteradas, com a razdo molar
6leo:metanol igual a 1:4 ndo foi possivel observar a formacdo de ésteres metilicos em 24

horas de reacdo. Ja com a adicdo de metanol em 3 etapas, a enzima livre mostrou um
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rendimento trés vezes maior do que o obtido com a utilizagcdo de 3 mols de metanol em uma
Unica etapa. Contudo, com o emprego do sistema imobilizado MMT-Enz20 ndo ocorreu a
formacéo de ésteres, enquanto com o biocatalisador MMT-APTES-GIlu-Enz20 os rendimentos
foram semelhantes aos obtidos com a reacdo na presenca de 1 mol de 6leo e 3 mols de
metanol.

Um dos fatores que podem influenciar a diminuicdo da atividade da enzima no
processo de alcodlise e consequentemente provocar a redugdo do rendimento em ésteres é a
concentracéo de glicerol formado durante o processo. A presenca de altas concentragdes deste
produto pode provocar a inibi¢do da atividade catalitica da enzima através do recobrimento do
sitio ativo, impedindo a interagdo com o substrato. Uma das alternativas é a remogdo do
glicerol obtido, promovendo o deslocamento do equilibrio para a formacdo dos ésteres,

aumentando o rendimento da reacéo.* %% 7

5.5. AVALIACAO DA ESTABILIDADE OPERACIONAL

A capacidade de reutilizar um catalisador é um fator importante quando se avalia a
aplicacdo pratica. Desta forma, os testes de reusabilidade sdo realizados para determinar a
eficdcia e a estabilidade da enzima apds sucessivas reutilizagdes.

A estabilidade operacional dos sistemas imobilizados nos testes de hidrolise
empregando p-NPP foi avaliada em 10 ciclos consecutivos, cujos resultados sdo mostrados na
Tabela IX e na Figura 31. Os dados estdo representados em termos de atividade catalitica (U),

cujo valor determinado no primeiro ciclo de reacdo foi designado como 100%.

Tabela IX. Reac6es de hidrélise do p-NPP utilizando os sistemas imobilizados em 10 ciclos

consecutivos.

i Catalisador . Catalisador ;
Ciclos U (umol/min) MMT-APTES- U (umol/min)
MMT-Enz20 Glu-Enz20
1 0,08 0,06
2 0,10 0,06
3 0,11 0,07
4 0,09 0,07
5 0,09 0,09
6 0,11 0,08
7 0,11 0,06
8 0,07 0,06
9 0,05 0,05
10 0,08 0,07
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Avaliando os resultados obtidos, pode-se perceber que os sistemas imobilizados

mantém a atividade catalitica no decorrer dos ciclos, sem perdas significativas. O

biocatalisador obtido através do método de ligacdo covalente mostrou um comportamento

com menor flutuacdo, possivelmente pelo carater da ligacdo entre o suporte e a enzima.
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Figura 31. Reusabilidade dos sistemas imobilizados MMT-Enz20 e MMT-APTES-Glu-

Enz20 nas formas (#) adsorvida e (m) ligagdo covalente, realizada atraves da hidrélise do p-

NPP.

A reutilizacdo dos biocatalisadores também foi observada nas reac6es de hidrélise do

azeite de oliva e do 6leo de soja. A Tabela X mostra os resultados obtidos em 5 ciclos de

reagéo.

Tabela X. Acompanhamento da reutilizacdo dos biocatalisadores nas reaces de hidrolise
utilizando azeite de oliva e 6leo de soja como substratos.

% de hidrolise

MMT-Enz20
Ciclos Oliva Soja
1 1,21 5,20
2 2,00 2,57
3 1,18 0,98
4 1,07 0,39
5 0,05 0,32

MMT-APTES-Glu-Enz20

Oliva
2,57
3,21
1,44
0,83
0,50

Soja
4,87
5,20
5,14
2,26
1,30
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Observando a Figura 32 e analisando os dados da tabela, o sistema MMT-Enz20
apresenta uma perda gradual no rendimento da hidrélise do Oleo de soja, perdendo
praticamente toda a atividade catalitica ao final do 5° ciclo. Entretanto, o biocatalisador
MMT-APTES-Glu-Enz20 mantém a estabilidade até o 3° ciclo, mostrando uma queda no

rendimento apenas a partir do 4° ciclo de reagéo.

Reusabilidade
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B4 - & Soja MMT-Enz
O
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Figura 32. Reusabilidade dos sistemas imobilizados MMT-Enz e MMT-APTES-GIu-Enz na

reacao de hidrolise do azeite de oliva e do 0leo de soja durante 5 ciclos consecutivos.

O comportamento do sistema MMT-Enz20 na reacéo utilizando o azeite de oliva como
substrato mostrou uma estabilidade significativa até o 4° ciclo de reutilizacdo, enquanto o
biocatalisador MMT-APTES-GIlu-Enz20 apresentou uma perda gradativa apés o 2° ciclo de
reagéo.

A reducdo acentuada no percentual de hidrélise observada em alguns casos pode ser

atribuida & perda de biocatalisador durante o processo de separacio.®®

5.6. ESTABILIDADE NO ARMAZENAMENTO DOS SISTEMAS IMOBILIZADOS

Normalmente, quando ndo submetidas a variacdes extremas de pH e temperatura, as
enzimas imobilizadas mantém a atividade catalitica e geralmente apresentam uma maior
estabilidade quando comparadas com a enzima na sua forma livre. A enzima imobilizada foi
armazenada em tampdo fosfato pH 8,0 e a atividade residual medida através do método de

hidrolise do p-NPP, conforme item 4.6.
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A Figura 33 resume os resultados obtidos, na qual € possivel observar algumas

variacOes na atividade catalitica dos sistemas.

Estabilidade
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Figura 33. Estudo de estabilidade no armazenamento dos sistemas imobilizados MMT-
Enz20, MMT-Glu-Enz20 e MMT-APTES-Glu-Enz20. Os biocatalisadores foram

armazenados em tampéo fosfato pH 8,0 e acondicionados a 4 °C.

Apesar da oscilacdo observada durante o periodo de estudo, os sistemas imobilizados

mantiveram cerca de 50% da atividade inicial apos 60 dias de armazenamento.
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6. CONCLUSOES

A utilizagéo da argila montmorilonita K10 como suporte para imobiliza¢do da enzima
Lipolase® mostrou resultados satisfatérios, com rendimentos de imobilizag&o préximos a 90%
quando a menor quantidade de solugdo enzimatica foi disponibilizada para a imobilizagdo. O
sistema suporte-enzima obtido através da modificacdo da argila com APTES e glutaraldeido
apresentou melhor estabilidade frente ao material derivado do processo de adsorgéo,
conforme era esperado. A eficiéncia dos sistemas biocataliticos chegou a 40%, indicando que
grande parte da atividade catalitica da enzima foi perdida durante o processo de imobilizacéo,
provavelmente pelo envolvimento dos residuos de aminoacidos responsaveis pela acao
catalitica da enzima na ligagdo com o suporte, provocando altera¢cbes conformacionais na
enzima.

A caracterizacdo dos sistemas cataliticos por um conjunto de técnicas permitiu
observar que a molécula de enzima foi imobilizada na superficie da argila e ndo no espaco
entre as lamelas. Isto se d& provavelmente pelo elevado tamanho da estrutura da enzima, que
acaba interagindo com o suporte através dos residuos de aminoacidos das cadeias laterais.

O emprego dos sistemas suporte-enzima nas rea¢des de hidrolise do azeite de oliva e
do Oleo de soja mostrou baixa atividade catalitica. Os melhores rendimentos foram
encontrados para o sistema catalitico MMT-APTES-Glu-Enz20, chegando a 7% nas reac0es
envolvendo o azeite de oliva e 9% para os processos utilizando 6leo de soja como substrato.

Nas reacdes de alcoodlise enzimatica do Oleo de soja, o sistema MMT-APTES-Glu-
Enz20 apresentou melhor atividade catalitica, produzindo 7% de rendimento em ésteres
metilicos em 24 horas de reacdo, na presenca da razdo 6leo:metanol igual a 1:3. O excesso de
metanol e sua adicdo em trés etapas foi eficiente apenas para a reagcdo na presenca da enzima
na forma livre, ndo favorecendo os sistemas empregando a enzima imobilizada. Utilizando o
sistema catalitico MMT-Enz20 nédo foi possivel observar a formacdo de ésteres em 24 horas
de reacdo nestas condicGes.

Os estudos de estabilidade operacional mostraram que é possivel a reutilizacdo dos
sistemas cataliticos pelo menos por 3 ciclos consecutivos sem perda significativa da atividade
catalitica, exceto nas reacbes com Gleo de soja utilizando MMT-Enz20 como catalisador,
valorizando uma das vantagens da utilizacdo de enzimas imobilizadas que é a capacidade de
reutilizacdo. Quanto a estabilidade, os biocatalisadores obtidos mantiveram cerca de 50% da
atividade inicial apos 60 dias de armazenamento, quando acondicionadas em tampéo fosfato
pH 8,0 e sob refrigeracao.
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O desenvolvimento deste trabalho contribuiu para o estudo de novas alternativas para
a imobilizacdo de enzimas, visando a utilizagdo de materiais de grande disponibilidade, baixo
custo e mecanicamente estaveis como no caso das argilas, além de possibilitar a aplicacdo em

processos de modificacdo de 6leos vegetais com menor agressividade ao meio ambiente.

7. PERSPECTIVAS

Os métodos de imobilizacdo apresentados neste trabalho necessitam ser otimizados,
buscando atingir o melhor desempenho da enzima. Uma das alternativas é a modificacdo da
argila com outros materiais que possibilitem a interacdo com a enzima, como compostos
contendo grupos epoxi, ou investigar a imobilizacdo em outros tipos de suportes, tais como
polimeros e fibras naturais.

Para as reacOes de hidrélise dos Oleos vegetais, analisar a proporcao de dgua presente
no sistema reacional, a fim de manter uma conformacao estavel e cataliticamente ativa da
enzima e gerar uma interface adgua:oleo ideal para o processo de hidrolise enzimatica. Nos
sistemas das reacOes de alcodlise, determinar a concentracdo ideal de metanol e estudar a
forma de adigéo ao sistema reacional, a fim de garantir 0 maximo rendimento em ésteres, sem

afetar a atividade catalitica da enzima.
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