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RESUMO

O uso da lipase B de Candida antarctica (CALB) em reac6es de interesse industrial deve-se a
sua capacidade de atuar em diversas reacbes com condi¢cdes mais brandas, conferindo um
carater de alta seletividade, permitindo a obtencdo de biobrodutos com maior pureza. Todavia,
a imobilizacdo em suportes solidos, faz-se necessario. O suporte solido nanoparticulas
magnéticas - NPM possibilita a facil separacdo da mistura reacional através do uso de
magnetismo, tendo alta resisténcia quimica e mecanica, favorecendo assim 0 reuso do
biocatalisador nos processos industriais. Neste trabalho, Nanoparticulas magnéticas de ferro
(NPM) foram modificadas e utilizadas como suporte para a imobilizacdo da CALB e o
biocatalisador (CALB-NPM) aplicado para a producéo de biodiesel a partir de 6leo residual de
fritura. A producdo de ésteres etilicos foi realizada por transesterificacdo utilizando 6leo
residual de fritura (ORF) e analisada por cromatografia gasosa (CG). A maxima conversao em
oleato de etila obtida foi de 37,14%. Planejamento experimental foi realizado para investigar a
influéncia das variaveis: razdo molar Oleo/alcool, temperatura e massa de catalisador na
conversdo de triglicerideos e acidos graxos livres (AGLs) em ésteres etilicos. A analise do valor
de probabilidade (p) mostrou que a Unica variavel que ndo é significativa é temperatura e que
maiores conversdes sdo obtidas para maiores concentracdes de CALB e maiores raz6es molares

6leo/alcool.

Palavras-chave: Lipase. Nanoparticulas. Biodiesel.



ABSTRACT

The use lipase B of Candida antarctica (CALB) in reactions of industrial interest is due to its
ability to act in several reactions with milder conditions, conferring a character of high
selectivity, allowing the production of bio-products with higher purity. However,
immobilization on solid supports is necessary. The continuous support of magnetic
nanoparticles - NPM allows easy separation of the reaction mixture through the use of
magnetism, having high chemical and mechanical resistance, thus favoring the reuse of the
biocatalyst in industrial processes. In this work, iron magnetic nanoparticles (NPM) were
modified and used as support for an immobilization of CALB and the biocatalyst (CALB-
NPM), applied for the production of biodiesel from frying residual oil. The production of
essential and electric was performed by transesterification, residual frying oil (ORF) and
analysis by gas chromatography (GC). The maximum conversion to ethyl oleate obtained was
37.14%. Experimental design was carried out to investigate an influence of the variables: oil /
alcohol molar ratio, temperature and mass of the catalyst in the conversion of triglycerides and
free fatty acids (FFAS) to ethyl esters. The analysis of the probability value (p) showed that it
is a single variable that is not a distance and a higher temperature and larger conversions are
higher for higher concentrations of CALB and higher molar ratios oil / alcohol.

Keywords: Lipase. Nanoparticles. Biodiesel.
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1. INTRODUCAO

1.1 Contextualizacéo

Dentro dos principios da necessidade de um desenvolvimento sustentavel, diversas
medidas devem ser tomadas pelo homem de forma a tornar mais harménico o seu convivio com
0 meio ambiente. O grande desafio é a continuidade do desenvolvimento, diminuindo os danos
causados. Tal fato requer uma nova conduta para o aprimoramento dos processos, com 0
objetivo fundamental da geracdo cada vez menor de residuos e efluentes toxicos, bem como
menor producéo de gases indesejaveis ao ambiente.

Na problematica dos processos industriais, um dos principais é o consideravel
volume de residuos toxicos produzidos. Entretanto, isso pode ser minimizado através do
emprego de reagentes alternativos apropriados (CLARK; MACQUARRIE, 1998), o aumento
da seletividade para maximizar o uso dos materiais de partida (CLARK; MACQUARRIE,
1996), a utilizacdo de catalisadores heterogéneos para facilitar a separacdo do produto final da
mistura, bem como a reciclagem dos reagentes e catalisadores empregados no processo
(ANASTAS; KIRCHHOFF, 2002).

Dentre as areas de pesquisa focadas para estas finalidades, tém-se destacado muito
nos Gltimos anos o uso da biocatélise, com uso de enzimas, que para ter seu uso eficiente, faz-
se necessario o uso de suportes para imobilizacdo das mesmas, ja que a catalise heterogénea
apresenta a vantagem de reuso (CORDEIRO et al., 2011).

1.2 Justificativa

Nanoparticulas magnéticas de ferro (NPM) podem ser utilizadas como suporte para
a imobilizacéo de lipase de Candida antarctica do tipo B (CALB). O biocatalisador (CALB-
NPM), por sua vez, pode ser utilizado na catélise do biodiesel a partir do 6leo e gordura residual.
Nanoparticulas magnéticas sdo particularmente interessantes para imobilizacdo enzimatica
devido as suas propriedades magnéticas facilmente permitirem a separacdo do meio reacional,
através do uso de magnetismo, e o tamanho de particula permitir o melhoramento da resisténcia
quimica e mecénica, favorecendo assim o reuso do biocatalisador nos processos industriais
(SOUZA, 2013).

A enzima é um catalisador bioldégico homogéneo e ao ser imobilizada em

Nanoparticulas magnéticas se torna um catalisador heterogéneo, facilitando sua recuperacéo e
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reutilizacéo, atendendo aos principios da quimica verde e conferindo maior estabilidade térmica
ao derivado (BRUNO et al., 2005).

A CALB é uma enzima capaz de atuar em diversas reacdes, como, hidrolises e
transesterificacdes, sendo altamente seletivas, reduzindo a producéo de reacdes indesejaveis. A
enantio e a quimio seletividade das bioconversdes podem simplificar os processos industriais,
aumentando o rendimento e diminuindo a geracdo de subprodutos. Contudo, um dos problemas
do uso de enzimas como catalisadores homogéneos é a sua recuperacao. Assim, é necessario o
uso de suportes que retenham a enzima, mantendo suas caracteristicas cataliticas (CLARK;
RHODES, 2000).

Nesse contexto, as nanoparticulas magnéticas que possuem superparamagnetismo
permitem a facilidade de separacéo de meios multifasicos, como na reacdo de transesterificacao,
pelo simples uso de um campo magnético (ima), e sua facil re-dispersdo depois de cessada a
aplicacdo do campo (NANGOI, 2009).

A transesterificagdo é uma das técnicas utilizadas para produzir biodiesel.
Catalisadores acido, basico ou bioldgico podem ser utilizados para acelerar a reacdo. O uso de
catalisadores bioldgico demonstra um potencial crescente devido ao fato de poder serem
reutilizados, mais seletivos (favorecendo a formacéo do produto), ndo contaminarem o sistema
reacional e atuarem em condic¢des mais brandas.

O reaproveitamento de dleo residual para ser utilizado como fonte de combustivel
evita o seu descarte inadequado, que muitas vezes contamina os solos e 0s recursos hidricos,
que combinado com uso de biocatalisadores atendem aos principios da quimica “verde”.

A contribuicdo deste trabalho é o estudo detalhado dos parametros que influem na
biocatélise heterogénea, introduzindo um eficiente processo de reuso dos biocatalisadores em

reacOes para producao de biodiesel.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi o estudo de diferentes protocolos de reacdo de
transesterificacdo do dleo residual de frituras de pasteis, utilizando CALB imobilizada em
Nanoparticulas Magnéticas de ferro (NPM) com a finalidade de se aplicar em reacdes de

interesse industrial.

2.2 Objetivo especifico

v Recobrir a superficie das Nanoparticulas magnéticas de ferro com

aminopropiltrietoxisilano (APTS) e glutaraldeido para posterior imobilizacdo enzimatica.

v Imobilizar a enzima lipase em nanoestruturas magnéticas.

v Caracterizar a lipase CALB (Lipase B de Candida antarctica) soltvel e imobilizada
em relacdo, atividade enzimatica utilizando como substrato para-nitrofenolbutirato pNPB e
quantidade de proteina por volume de solugdo e massa de suporte;

v Reaproveitar o 6leo residual de fritura;

v Aplicar a enzima imobilizada em Nanoparticulas magnéticas na sintese enzimatica
dos ésteres: biodiesel a partir de 6leo residual;

v Analisar a influéncia das variaveis que influenciam na producéo de ésteres etilicos

através do planejamento fatorial completo 23 com dois niveis e trés fatores.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Enzima

As enzimas sdo proteinas (catalisadores naturais) formadas por subunidades de
aminoacidos (entre 62 a 2500 residuos de aminoécidos) combinadas por ligaces peptidicas,
que aceleram a velocidade das reacdes, sendo altamente versateis na catalise de varios tipos de
reacOes devido a alta especificidade e estabilidade, temperatura e pH de atuacéo, ou habilidade
para catalisar reacdes de sintese na presenca de solventes organicos (VOET; VOET, 1995).

A funcdo catalitica das enzimas esta relacionada a capacidade de interacdo enzima-
substrato. Em relacdo aos catalisadores quimicos convencionais, as enzimas se sobressaem por
terem seu uso viavel em aplicagdes industriais, como a formacao de bioprodutos devido a alta
especificidade das enzimas, evitando a formacéo de produtos prejudiciais a0 meio ambiente.
As condigdes brandas de reacdo aplicadas aos processos enzimaticos também favorecem sua
demanda industrial como catalisador (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

O mecanismo de atuacdo da enzima se inicia com a relacdo do substrato com o sitio
ativo da enzima, na qual varias teorias tém sido desenvolvidas para tentar compreender o
processo da catalise enzimatica. Entre estas pode-se citar o mecanismo chave e fechadura, do
estado induzido e dos trés pontos.

A teoria dos trés pontos, sugerida por Ogston em 1948, é amplamente usada para
explicar a enantiosseletividade das enzimas. Para obter um alto grau de enantiosseletividade,
um substrato deveria ser firmemente preso no espaco em 3 dimensfes. Entretanto, eles
deveriam ter pelo menos 3 pontos diferentes de ataque do substrato no sitio ativo. Isto
exemplifica a discriminacdo dos enantidmeros do substrato racémico 1 e 2, ilustrado na Figura
1. No caso I, o enantibmero A é um bom substrato permitindo uma étima interacdo. Nos casos
Il a1V, o enantibmero B é um substrato pobre porque a ligacdo 6tima e orientagdo do grupo D
n&o s&o possiveis (BARALDI; CORREA, 2004).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da discriminacdo enziméatica dos

enantidbmeros

.': [l) “'ﬁl'l operador quimico Eli : )I{D
X ' .
x | RN : CTL A
A ) AL c | i
A \\ B /.r' - E
. _____.-“' .R ' 5
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, . i ] i f _ operador quimico
II.- b - operador quimico | [|:' f-.lﬂl‘f"ﬂd“f quimico f [l) -— .|‘:"PE q
! |
X | S |
S N R S Leta )
AN C / AL A ST A B JC
. A S - e
5 > w
Caso 11 Caso 11 Caso IV

Fonte: (BARALDI; CORREA, 2004)

Contudo, para que a reacdo ocorra € preciso fornecer uma certa quantidade de
energia, geralmente, na forma de calor, que favoreca o encontro e a colisdo entre enzima e
substrato. A energia também é necessaria para romper ligacGes quimicas existentes entre 0s
atomos de cada substancia, permitindo a ocorréncia de outras ligacdes e por fim a sintese de
uma nova substancia (ENZIMAS, 2017).

As enzimas podem ser divididas em seis classes, de acordo com a Comissao para
Enzimas (Enzyme Commission — EC) da Unido Internacional de Bioquimica (IUB):
Hidrolases — Associam a moléculas de dgua para promoverem a quebra das ligaces covalentes,
como a Peptidases por exemplo; Ligases — Responsaveis por formar novas moléculas através
da unido de duas ja pré-existentes, como a Sintetases; Oxido-redutases — Efetuam a
transferéncia de elétrons, o que podemos definir como oxi-reducéo. Exemplo: Desidrogenases;
Transferases — S&o aquelas enzimas que tem como finalidade realizar a translocagao de grupos
funcionais como grupamento amina, carbonila, carboxila, fosfato, de uma molécula para outra.
Podemos citar como exemplo a Quinase; Liases — Atuam na remog¢é&o de molécula de agua, gas
carbonico e amonia, a partir da ruptura de ligacdes covalentes; Isomerases — Responsaveis por
mediar a conversdo de substancias isomericas, sejam eles geométricos ou opticos (CABRAL;
AIRES-BARROS; GAMA, 2003).

As lipases, pertencentes as hidrolases, destacam-se devido a capacidade de catalisar

reacfes em meios orgénicos com baixo teor de agua, mantendo-se estavel e a possibilidade de
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utilizacdo em condi¢des mais brandas. Essa flexibilidade aliada as diferentes lipases confere a
essas enzimas um potencial enorme de aplicactes (KIM; YOUN; SHIN, 2006; YIN; LIU; TAN,
2006).

Existe diversos fatores que modificam o comportamento da enzina, dentre os quais
destacam-se: a &gua, 0 meio organico reacional, temperatura, PH e presséo.

O papel da &gua na atividade catalitica e de estabilidade enzimatica é essencial em
sintese de ésteres (HALLING, 1984). A quantidade de 4gua necessaria para manter a enzima
ativa em solvente organico deve ser minima, o que faz com que a agua influencie e desloque o
equilibrio nas reagdes de esterificagdo como na transesterificacdo (KAIEDA et al., 1999). As
lipases atuam na interface entre a fase organica e a fase aquosa. Assim, a dgua atua como
facilitadora da expansdo da area de contato, mantendo a atividade da lipase. Entretanto, reacdes
indesejadas, como a hidrolise de produtos, podem ser consequéncias do excesso de agua
(MADALOZZO, 2011).

Os meios organicos permitem a ocorréncia de reacfes de sinteses que raramente
ocorreriam em sistemas aquosos (LAANE et al., 1987).

A temperatura pode influenciar na velocidade da reacdo catalisada quando o
aumento da temperatura e 0 consequente aumento da energia cinética dos reagentes resultam
na aceleracdo do processo, e quando a desnaturacdo da enzima ocorre pelo aumento da
excessivo da temperatura (AL-ZUHAIR; LING; JUN, 2007; NOUREDDINI; GAO;
PHILKANA, 2005; FUKUDA; KONDO; NODA, 2001; MACRAE, 1983). A temperatura
Otima, € quando for alta o suficiente para ndo desnaturar uma quantidade significativa de
enzimas, a0 mesmo tempo em que é baixa o suficiente para acelerar o processo reacional.

De acordo com Kim e Shin (2006), a estabilidade térmica da lipase imobilizada é
maior do que da enzima livre, pois o suporte evita a transicdo da conformacédo da enzima em

altas temperaturas.

3.2 Nanoparticlas magnéticas

Nanoparticulas magnéticas (NPM) sdo grdos formados na ordem de nandmetros
que, por encontrarem-se entre o estado molecular e atbmico, possuem propriedades fisicas e
quimicas diferentes das observadas em materiais volumosos, dependendo do tamanho,
morfologia e estrutura cristalina, resultando em formagdo de monodominios magnéticos;

existéncia de grande area superficial em relagdo ao volume; e a possibilidade de recobri-las com
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diversos tipos de ligantes especificos (FRANCISQUINE; SCHOENMAKER, 2014; SOUZA,
2013).

O campo magnético caracteristico dessas nanoparticulas torna possivel uma
eficiente recuperacdo do meio reacional, quando utilizado como suporte, com uma simples
aplicacdo de um campo magnético, impedindo assim a contaminagdo do produto. Diversas
metodologias podem ser usadas para a imobilizacdo de diferentes tipos de lipases em
nanoparticulas magnéticas. Em geral, a modificacdo de superficie das nanoparticulas
magnéticas € necessaria para o processo de imobilizacdo (NETTO; TOMA; ANDRADE, 2013).

As NPM podem ser aplicadas em diferentes &reas como biotecnologia, ciéncias
biomédicas, catélise, analises de imagem por ressonancia magnética nuclear (RNM) e
armazenamento de dados (ALVES, 2007).

Diversos métodos tém sido utilizados para a producdo de nanoparticulas
magnéticas, como o0 método de sonicagdo, pirolise e sol-gel, técnica hidrotermal, decomposicéo
térmica redutiva e liga mecénica. A decomposicdo térmica parece o melhor método para
controle de tamanho e morfologia. A microemulsédo, por sua vez, também pode ser usada para
sintetizar nanoparticulas monodispersas com morfologias diferentes, contudo, utilizando uma
grande quantidade de solvente. A sintese hidrotermal é um método relativamente pouco
explorado para a sintese de NPM, embora permita a sintese de nanoparticulas de alta qualidade
(FRANCISQUINE; SCHOENMAKER; SOUZA, 2014).

A técnica de coprecipitacao é provavelmente a via quimica mais simples e eficiente
para a obtencdo de particulas magnéticas, devido sua simplicidade e baixo custo. Oxidos de
ferro (Fe;0, ou y—Fe,05) sdo geralmente preparados por uma mistura estequiométrica de sais
ferrosos e férricos em meio aquoso com a adi¢do de uma base em atmosfera inerte a temperatura
ambiente ou temperatura elevada. O tamanho, a forma e a composi¢do das NPM dependem do
tipo de sais utilizados (por exemplo, cloretos, sulfatos, nitratos), da razdo entre os sais, da
temperatura, do valor do pH e da for¢a i6nica dos meios (SHI et al., 1999; KAVAS et al., 2009;
BARRETO et al., 2012).

A presenca de grupos hidroxila, tais como Fe-OH, sobre a superficies de
nanoparticulas magnéticas pode permitir a ligacdo a compostos funcionais. A modificacdo da
superficie das nanoparticulas proporciona pontos de ligacdo (grupos amina) para diferentes
moléculas. O aminopropiltrietoxisilano - APTS, por exemplo, conduz a um revestimento de
silicato que ajuda a estabilizar as nanoparticulas magnéticas contra a oxidacdo pelo ar.
Evitando, ainda, a agregacdo das nanoparticulas devido aos grupos amina (XU; LIU; FINCH,
1997). COSTA et al. (2016) estudou condicbes de modificacdo da superficie das
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nanoparticulass para imobilizagdo da CALB e encontrou maior atividade hidrolitica quando se
utiliza a relacdo NPM/APTS (1:3).

Os maiores obstaculos para a implantacdo das NPM, estdo geralmente relacionados
com a relacédo superficie/volume desses sistemas. Ou seja, as mesmas caracteristicas (tamanho
e propriedade magnética) que proporcionam as NPM propriedades especiais também as tornam
instavel ao longo do tempo. As NPM tendem a formar aglomerados e, se ndo recobertas com
uma camada protetora, apresentam tendéncia a oxidacdo (FRANCISQUINE;
SCHOENMAKER; SOUZA, 2014).

BEZERRA et al. (2016) testou a modificacdo da superficie das nanoparticulas para
empregar adsorcao ou ligacdo covalente na imobilizacdo da CALB observando uma eficiente
imobilizacdo da lipase de TLL em nanoparticulas tratadas por APTS, gerando um biocatalisador

mais estavel e com elevada atividade catalitica.

3.3 Imobilizagdo da enzima em suporte

A imobilizacdo é realizada com a funcao de fixar a enzima em um suporte para que
sua atividade catalitica ndo seja afetada, sendo assim uma forma de protecéo contra condicbes
adversas do meio (CANILHA; CARVAOLHO; SILVA, 2006). Esse recurso permite o usa da
enzima em diversos processos, pois diminui os riscos de contaminacdo em operacgdes com altas
taxas de diluicdo e a formacdo de subprodutos devido a alta especificadade, aumenta a
estabilidade e permite a reutiliza¢do do derivado. Além disso, permite a utilizacdo em diferentes
solventes, pHs e temperaturas e podem ser expostas a agentes desnaturantes.

Varios materiais podem ser utilizados como suporte, podendo ser alginato, alcool
polivinilico, quitosana ou superficies solidas como vidro poroso, alumina, etc. Esses materiais
precisam ser facilmente encontrados, apresentar baixo custo, ser de facil manuseio, ndo ser
toxico para a enzima e ter alta resisténcia mecénica, observando a sua area superficial,
permeabilidade, insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia e natureza hidrofilica,
resisténcia ao ataque microbiano (MENDES, 2009).

O processo de imobilizagdo ocorre basicamente por dois meios: O processo de
adsorcéo fisica e ligagdo covalente. O primeiro caso é o método mais utilizado por ser simples,
barato, ndo ser necessario a ativagao do suporte e possibilitar a regeneracdo da matriz utilizada.
A enzima é imobilizada em um suporte sélido por ligacGes de baixa energia tais como as
ligagBes ibnicas. Esse método depende de fatores como tamanho da enzima a ser adsorvida,

area superficial do adsorvente e porosidade (permitem a ligacdo da enzima com a superficie
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interna do suporte, fortalecendo a adsorgéo). Todavia, apresentam a desvantagem por sofrer
dessorg¢do devido as variagdes de temperatura, pH e forca da ligacéo idnica. No caso da ligacdo
covalente, é necessaria ativacdo de grupos quimico, do suporte para que interajam com 0S
nucleofilos das proteinas, como ilustra a Figura 2. Esse processo requer mais energias, porém,
confere maior estabilidade na ligagdo, mantendo 88% da sua atividade inicial apds 10 ciclos
sucessivos (REBELO et al., 2010).

Figura 2 — Modificacdo da superficie de nanoparticulas magnéticas, reticulacéo por

glutaraldeido e imobilizagdo da enzima CALB
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Amorim et al. (2003) testaram a imobilizacdo da lipase de Candida cylindraceae

Fonte: (TANG et al., 2011)

em um filme de quitosana ativado com glutaraldeido. A estabilidade do sistema imobilizado foi

testada reutilizando o sistema 4 vezes e verificando sua atividade. Pode-se verificar que a lipase
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caiu drasticamente em 45% da atividade inicial depois de usada pela segunda vez e manteve-se
estavel até a quarta.

3.4 Esteres etilicos: Biodiesel

Os ésteres, fungdo orgénica derivado dos &cidos carboxilicos que sofreram a
substituicdo do H da carboxila por um grupo organico, sdo utilizados em diversos setores da
industria para obtencdo de medicamentos, cosméticos, alimentos, aromas, sabdes, perfumes e
na producdo de biocombustiveis (MACEDO; PASTORE, 1997).

A sintese de ésteres pode ser obtida utilizando 6leos vegetais com alcoois de cadeia
curta, como o metanol, na presenca de catalisadores. Convencionalmente, baseia-se na
esterificacdo de acidos graxos com alcool na presenca de catalisadores inorganicos a elevadas
temperaturas (+100°C). Estes processos demandam grande quantidade de energia, além de nédo
serem seletivas, ou seja, resultam em reacdes laterais indesejaveis e alto custo de refino,
associados a dificuldade encontrada para a remocéo do catalisador e recuperacdo do glicerol,
tornanando o método de obtencédo do biodiesel por rota quimica dispendioso (OGNJANOVIC
et al., 2009).

Neste contexto, 0 emprego de enzimas como biocatalisadores permitem uso de
temperaturas relativamente baixas e com obtencéo de produtos de melhor qualidade, como na
sintese do biodiesel (KISS et al., 2004; WELSH; WILLIAMS; DAWSON, 1990).

O biodiesel, constituido basicamente de ésteres metilicos e etilicos de acidos graxos
de cadeia longa como oleato, € um combustivel renovavel produzido a partir oleaginosas (soja,
mamona, dendg, girassol, entre outros), ou de 6leo residual. Trata-se de uma fonte de energia
renovavel, livre de enxofre, com menor emissao de poluentes e alternativo aos derivados do
petréleo (BIODIESEL, 2017).

O oleo residual que, muitas vezes é descartado em solos, corpos d’agua e pia pode
ser reutilizado para producdo de biodiesel, evitando a contaminagdo dos corpos hidricos, solos,
e entupimentos dos encanamentos. Em estabelecimentos comerciais usam-se fritadeiras
elétricas com volumes de 15 a 300 litros, podendo ultrapassar os 1.000 litros nos processos
industriais (HOCEVAR, 2005). No entanto, como ndo ha uma legislacéo sobre o tema, torna-
se dificil estimar o volume de OGR descartado.

Com o emprego de lipases como biocatalisadores na transesterificacdo associado
ao reaproveitamento de OGR, pode-se ter um processo que ocorre em temperaturas mais

brandas, mais seletivo, com facil recuperacdo do catalisador, visando otimizar 0s processos
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tradicionais que utilizam catalizadores basicos ao mesmo tempo em que se reduz o descarte
inadequado do 6leo residual. A figura 3 ilustra a transesterificacdo do 6leo de fritura para

obtencéo do biodiesel por biocatalise.

Figura 3 — Etapas da transesterificacdo enzimatica de um triglicerideo
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Fonte: (ROSSET, 2011)

A etapa 1 consiste de uma adi¢do nucleofilica para formar o complexo enzima-
substrato (OH). Na etapa 2 ocorre uma transferéncia de proton do acido conjugado da amina
para o &tomo de oxigénio do substrato, assim com a quebra da ligacdo C-O, ocorre a formacao
de uma molécula de diglicerideo (que sofrerd novamente acdo do grupo OH, continuando o
ciclo para formar o monoglicerideo, que por sua vez sera transformado no glicerol). Na etapa
3, uma molécula de alcool (R4s-OH) reage com o grupo carbonila do acil enzima para formar o
complexo acilado &lcool-enzima. Na etapa 4, a ligacdo C-O do complexo rompe-se, resultando
no éster (Biodisel) e regenerando a enzima (AL-ZUHAIR; LING; JUN, 2007).
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais

Nanoparticulas magnéticas de ferro (NPM) foram obtidas junto ao departamento de
quimica da Universidade Federal do Ceard, UFC. Lipase de Candida antarctica do tipo B
(CALB) foi adquirida da Codexis (Redwood, USA), g -aminopropiltrietoxisilano (APTS),
solucdo de glutaraldeido grau 1l 25% (m/v), butirato de p-nitrofenila (pNPB) e p-nitrofenila
(pNP) da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) e os demais reagentes de grau analitico obtidos da
Synth (Sdo Paulo, Brasil) e Vetec (Sdo Paulo, Brasil) foram gentilmente cedidos pelo
departamento de engenharia quimica da UFC. O ¢6leo residual de fritura utilizado para a

producdo de biodiesel foi obtido de um restaurante situado em Fortaleza-Ce.

4.2 Tratamento do suporte com aminopropiltrietoxisilano (APTS)

A reacdo foi iniciada com a adicdo de solucdo de APTS (2,0% v/v) ao suporte NPM
na proporcdo de 0,2 (ml/mg de suporte) e colocados sobre agitacdo mecénica. As nanoparticulas
foram lavadas com 100 ml de metanol e 100 ml de etanol, separadas por magnetismo, em
seguida o material foi seco a 30°C por 24 horas (NETTO; TOMA; ANDRADE, 2013).

4.3 Reticulacdo com solucao de glutaraldeido

NPM (0,01g) foram suspendidas em solugdo 25% (m/v) de glutaraldeido na
proporcao de 2,5 (solugcdo (ml)/suporte (g)). A mistura foi mantida sob agitacdo rotativa (45
rpm) por 2 horas a 25 °C. Finalmente, o suporte foi lavado com tampéo bicarbonato de sodio
100 mM, pH 10,0 (razdo m/v de 1/10) a 25°C para remover 0 excesso de glutaraldeido
(ANDRADE et al., 2010).

4.4 Imobilizacdo da enzima em nanoparticulas magnéticas
A CALB solavel foi imobilizada em Nanoparticulas magneticas tratadas por APTS

e reticuladas com glutaraldeido 25% na presenga de tampéo bicarbonato de s6dio 100 mM, pH

10,0 (raz&o m/v de 1/10) a 25°C. O sistema foi mantido sob agitacdo rotacional controlada: 45
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rpm. O tempo de contato enzima-suporte foi de 1,0 h (SILVA et al., 2012). A enzima

imobilizada foi removida da solu¢do por magnetismo.

4.5 Quantificacdo de proteina e medida de atividade

A atividade hidrolitica da CALB soltvel e imobilizada foi determinada usando p-
nitrofenol butirato (PNPB) como substrato, a pH 7,0 e 25°C (KORDEL; SCHMID, 1991). Uma
unidade de atividade (1 U) enzimatica foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz
de hidrolisar 1 umol de pNPB/min.

Parametros como atividades inicial (At;) e final da enzima (Atf) sollvel,
rendimento de imobilizacdo (R), atividade tedrica (AtT) e atividade recuperada (AtR) foram
determinados a fim de avaliar a eficiéncia do catalisador (SILVA et al., 2012).

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método (BRADFORDM, 1976).

Atividade enzimatica foi determinada através da equacéo 4.1.
AtiVenzimatica = (€ X D X £X vr)/Venz (4.1)

Onde AtivVnzimatica € @ atividade enzimatica (U/mL), C é a taxa de consumo do
PNPB (Abs/min), D representa a dilui¢do da solucdo enzimética (mL/mL), f é o fator
(wmol/min.Abs), v, € o volume do reator (mL) e V,,,, € 0 volume de solucéo enzimatica (mL).
O rendimento da imobilizacdo foi determinado através da equagdo 4.2.

At;—Aty
At;

R (%) = X 100 (4.2)

Onde R (%) é o rendimento da imobilizacdo em porcentagem, At; € atividade
inicial da enzima solGvel; e At € atividade final da enzima no remanescente.

A atividade tedrica (AtT) , que é a atividade da enzima teoricamente imobilizada
no suporte, é calculada utilizando-se a quantidade de enzima oferecida por grama de suporte

(Atof) e o rendimento de imobilizagdo (R), equagéo 4.3:
AtT (U/g) = RxAtof (4.3)

A atividade recuperada (AtR) é definida pela razdo entre a atividade da enzima

imobilizada (AtD) e a atividade tedrica (AtT), equagéo 4.4:

AtR (%) = 52 x 100 (4.4)
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4.6 Producéo de biodiesel

A transesterificacdo foi realizada com 0,6g do 6leo residual pré-aquecido a 40 °C,
variando-se a razdo molar O6leo/alcool (etanol), massa do catalisador (CALB-NPM) e
temperatura. A reacdo ocorreu em tubos plasticos (2ml) em um agitador orbital a 150 rpm
durante 24 horas. A analise do meio reacional foi realizada através de Cromatografia Gasosa
(CG/MS) (RODRIGUES, 2011; SOUZA, 2013).

4.7 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

A determinacdo da composicdo do biodiesel obtido foi realizada por CG-EM em
um cromatografo gasoso GC-17A (Shimadzu) acoplado ao espectrometro de massa EM-
QP5050 (Shimadzu). Método: Coluna (DB-1ms 30 m, I. D. 0,25 mm e filme 0,25um). Gas de
arraste N2. Temperatura do injetor de 25 °C. E temperatura de interface de 230 °C. O oleato de

etila foi utilizado como referéncia interna.

4. 8 Analise estatistica

A influéncia das varidveis que influenciam na producdo de ésteres etilicos foi
analisada através do planejamento fatorial completo 23 com dois niveis e trés fatores. O
planejamento do tipo DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional) foi realizado
utilizando o software STATISTICA (versdo 10.0). As variaveis: razdo molar 6leo/alcool; massa
de catalisador e temperatura foram avaliadas no planejamento experimental. A varidvel de
resposta ou dependente foi a conversdo de ORF em ésteres etilicos apds a transesterificacdo
com (CALB-NPM).

Os efeitos das varidveis e os respectivos erros foram calculados a um limite de
confianca de 95%. Realizou-se o teste de Significancia do ajuste do modelo, baseados na
Anadlise de Variancia (ANOVA), para verificar a qualidade desse ajuste, em seguida obteve-se
o0 Coeficiente de Determinacgéo (R?), que fornece a variagdo dos resultados previstos e obtidos,
calculou-se ainda os valores de F do Teste de Fisher para avaliar a significancia do modelo. As
Curvas de Contorno e as Superficies de Respostas foram obtidas para definir as faixas 6timas

operacionais das variaveis.
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5. RESULTADOS

Nanoparticulas magnéticas com superficie modificada foram utilizadas para
imobilizar a enzima CALB. Para avaliar o rendimento de da imobilizacdo, quantificacdo de
proteinas, medida de atividade enzimatica e pardmetros de imobilizagdo foram calculados. O
biocatalisador produzido foi utilizado na producdo de biodiesel, com a técnica de CG/EM
utilizada para analisar a taxa de conversdo do éster produzido. A analise estatistica também foi

empregada, avaliando qual(ais) a(s) variavel(eis) que mais influenciaram na reacao.
5.1 Quantificacao de proteina e medida de atividade

A Tabela 1 retorna o resultado da quantificacdo de proteinas. Analisando as
concentragdes de enzima inicial (branco) e do remanescente (amostras 1 e 2), nota-se que houve

imobilizagéo da enzima no suporte

Tabela 1 - Concentracdo de Proteinas

Amostra Concentracéo (mg/ml)
Branco 1,05+0,01

Amostra 1 0,5+0,01

Amostra 2 0,5+0,01

Fonte: elaborada pelo autor

A Tabela 2, traz a eficiéncia da producéo do catalisador biol6gico CALB-NPM.

Tabela 2 - Pardmetros de imobilizagado

Parametros Suporte magnético (NPM)
Carga oferecida (U/g) 200+ 1,50
Atividade remanescente (U/ml) 118 +0,9
Rendimento de imobilizacao (%) 41+£0,7
Atividade tedrica (U/g) 82 + 0,06
Atividade recuperada (%) 35+0,13

Fonte: elaborada pelo autor

Atividadegerivaqo fOl estimada em 29 Uy, @ UMa taxa de rendimento de

imobilizacdo de 41%, sendo considerado satisfatorio quando comparado a literatura. Souza
(SOUZA, 2013) obteve atividade de 29,1 Uy, b1,/ COM rendimento de aproximadamente 41,8%.

Esse bom comportamento pode ser explicado pelo tratamento com APTS, proporcionando um



26

revestimento de silicato estavel, levando grupos disponiveis a reagir com glutaraldeido, que
tem, por sua vez, a funcdo de reagir com o grupo amina do APTS deixando um terminal aldeido

para reagir com as enzimas (ANDRADE et al., 2010).

5.2 Aplicacédo do derivado para obtencéo do biodiesel

A Tabela 3 mostra a conversdao obtidas para os ensaios do planejamento
experimental 23 com triplicata no ponto central para a producdo de biodiesel com ORF
utilizando (CALB-NPM) como catalisador, atraves da analise CG/MS. O ensaio 4 apresentou
maior taxa de conversao 37,14% ) e em anexo pode-se encontrar a cromatografia. As condi¢fes
empregadas nessa ensaio foi razdo molar dleo/alcool de 1/15, massa de catalisador 0,06 g e
temperatura de 27 °C. Barros, Wust e Meier (2008) utilizando catalise alcalina com temperatura
de 45 °C, ¢6leo residual e etanol (razdo molar 1:1) durante 1 hora, obteve taxa de conversdo
80%. Morandim et al. (2008) utilizando catalise basica com temperatura de 50 °C, 6leo residual
e metanol (razdo molar 1:7) durante 25 min, também obteve taxa de conversdo 80%. Essa
diferenca pode ser explicada devido a catéalise quimica ja possuir as melhores condicGes
definidas, enquanto a catalise biolégica ainda encontra-se em estudo (estado da arte). Quando
a analise é realizada com reacdes padrbes, como a esterificacdo de oleato de etila (matéria-
prima) e producdo de biodiesel por rota enzimética, o rendimento para ésteres foi de
aproximadamente 90% (SOUZA, 2013). Esse resultado mostra que o material de partida mais
complexo, como o 6leo residual leva a maiores dificuldades, devido a separacfes de impurezas
iniciais e a complexidade de triacilglicerideos presentes, diferente do uso com acidos graxos

livres comerciais como o acido oleico.
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Tabela 3 — Condi¢es de reacao e taxa de conversdo em ésteres

Ensaio Temperatura Razéo Massa_,; Taxa~de

(°C) molar (9) Conversao (%)

1 27,0 9 0,02 7,42
47,0 9 0,06 8,48

3 47,0 15 0,02 3,74

4 27,0 15 0,06 37,14

5 37,0 12 0,04 10,77

6 47,0 9 0,02 3,94

7 27,0 9 0,06 7,25

8 27,0 15 0,02 12,79

9 47,0 15 0,06 2,96

10 37,0 12 0,04 9,92

11 37,0 7 0,04 1,85

12 37,0 17 0,04 10,82

13 37,0 12 0,01 6,51

14 37,0 12 0,07 4,96

15 20,2 12 0,04 4,80

16 53,8 12 0,04 33,46

17 37,0 12 0,04 9,96

Fonte: elaborada pelo autor

Os coeficientes dos efeitos de cada variavel independente e das suas interacdes na
conversao sao apresentados na Tabela 4. Os valores estimados se referem a influéncia que essas
variaveis exercem sobre a conversao a um nivel de significancia de 95%. A analise do valor de

probabilidade (p) mostrou que a Unica variavel que ndo é significativa é temperatura (linear).

Tabela 4 — Andlise dos fatores de perturbacdo das variaveis independentes: massa de
catalisador (C), razdo molar (RM) e temperatura (T) sobre a conversédo

Variaveis Efeitos Erro Padréo p
Cc* 3,71 0,26 0,001
Cz* -3,14 0,28 0,008

RM* 6,53 0,26 0,001
RMz2* -2,72 0,28 0,010
T 0,39 0,26 0,264
T2* 6,32 0,28 0,002
CxRM* 4,80 0,33 0,004
CxT* -5,10 0,33 0,004
RMxT* -10,24 0,33 0,001

*Significancia 95%
Fonte: elaborada pelo autor
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O efeito positivo nos termos lineares da massa de catalisador e da razdo molar
mostrou que maiores conversdes sao obtidas para maiores concentracées de CALB (0,06g) e
maiores razbes molares (1/15). O efeito negativo no termo quadratico da massa de catalisador
e da razdo molar indicou que a variavel apresenta um ponto maximo. Silva Filho (2010) testou
planejamento fatorial completo 22 utilizando temperatura, massa de catalisador KOH e tempo
como varidveis independentes, e rendimento de biodiesel como varidvel dependente,
observando que a massa de catalisador foi a Gnica variavel negativa e que para maiores valores
menor serd na taxa de conversdo. Isto pode estar relacionado com a formacéo de sabdo que
acaba sendo favorecida pelo consumo do catalisador, e consequentemente, desfavorecendo a
reacdo de transesterificacdo. Na melhor condicdo, obteve 31% de conversdo em éster.

A adequacdo do modelo matematico pode ser constatada pelo calculo do fator F
obtido com a andlise de variancia (ANOVA) mostrado na Tabela 3. O modelo € estatisticamente
significante quando o valor de F.,jculado € Maior do que o valor de Fiapelado- Para o modelo
obtido, o valor de F.4jculado TOi maior do que 0 Fiapelado. iNdicando uma boa representacéo dos

dados experimentais pelo modelo.

Tabela 5 — Anélise da variancia (ANOVA)

Fonte de Somas dos Graus de Quadrado
- ) - Fcal.
variagao guadrados liberdade medio
Regresséo 1566,2 14 111,87 484,3
Erro 0,462 2 0,231
Total SS 1565,8 16

*Frabelado = 3,68
Fonte: elaborada pelo autor

A Figura 4 apresenta a superficie de resposta para a variavel dependente conversao
de ORF em ésteres etilicos utilizando a lipase CALB imobilizada em (Fe;0,) (NPM) como
catalisador em funcdo da razdo molar Oleo/etanol, da quantidade de catalisador e da
temperatura. Observa-se que para baixas temperaturas maiores conversfes sdo obtidas
utilizando maiores massas de catalisador e o inverso € verificado para maiores temperaturas.
Adotando 27°C como temperatura de reacdo, a conversdo € maior para maiores massas de

catalisador e raz8es molares.
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Figura 4 — Superficie de resposta para a conversao de ORF em ésteres etilicos

Fonte: (Autor, 2017)
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6. CONCLUSAO

O suporte magnético mostrou-se eficaz, apds sofrer modificacdes em sua superficie
com aminopropiltrietoxisilano (APTS) e solucdo de glutaraldeido grau Il 25% (m/v), para
imobilizagdo da CALB, tendo um rendimento de imobilizagdo 41%, com 35% de atividade
recuperada e com o derivado apresentando 29 Upppp /g

O suporte CALB-NPM, utilizado para producao de ésteres etilicos permitiu a facil
recuperacdo do catalisador, ap6s cessada a transesterificacdo do 6leo de fritura com o etanol,
com uma simples aplicacdo de um campo magnético, possibilitando seu reuso.

O aproveitamento do dleo de fritura evitou seu descarte inadequado e a obtencéo
de um biocombustivel renovavel e menos poluente.

O ensaio 4 apresentou maior taxa de converséo (37,14%) nas seguintes condicdes:
razdo molar 6leo/alcool de 1/15, massa de catalisador 0,06 g e temperatura de 27 °C. A anélise
de variancia mostrou que maiores conversdes sao obtidas para maiores concentracfes de
CALB-NPM e maiores razdes molares.

A biotransformacao demonstra um alto potencial por resultar em bioprodutos mais
puros e facil separacdo do produto formado e o catalisador, podendo ainda reaproveita-lo. Além
disso, a possibilidade de ocorrer reacbes em condi¢es mais brandas, torna-a rota enzimatica

um 6timo atrativo para aplicacdo industrial.
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ANEXO A — Cromatdgrafo do ensaio 4 da Tabela 3

Intensity
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Cohoon Information: DB-1 (30 mox 0,25 pom id x 0,25 wmm film)
Iny. Irotial Temp. :25.00°C  Interface Temp. 23000 °C  Control Mode :5pht  Cohmm Inlet Pressure 1000 kPa
Cohmm Flow :1. 7 mL/min  Linear Velocity :47.4 con'sec Split Batio :27  Total Flow 300 mL/mon  Equbbriems Tise :1.00 min
Crven Temp. Program Fate  Temperanme(™C) Eeep Time(pun)
- 50.0 0.00
GCMS Peak Repart TIC
Pealz F_ Tuone I Time Arez Height AH| Mak [Name Base m'z Arexapht’s
1 18.012 17885 1224184 J3IB4386 513 Heradecanoie acd, ethyl ester 88.05 40.05 H.00
2 25925 25805 5647487 Q49T 5.85 Lincleic acid ethyl ester 67.05 1E48 781
3 26.247 26.090 10747628 1736912 6.19 Etlyl Oleate 55.05 3516p05
4 26.565 26475 240581 50008 479 MI |Ednd Oleate 55.10 0.7910.93
5 27656 7555 1689881 282151 509 Octadecancic acid ethyl ester 88.05 551521
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