mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

IMOBILIZAC}AO DE LIPASE DE Candida rugosa EM SUPORTE
HIDROFOBICO MESOPOROSO (MCM 41) PARA PRODUCAO DE
BIODIESEL

R. R. de SOUZA! R. D. M. FERREIRA!

! Universidade Federal de Sergipe, Departamento de Engenharia Quimica, Laboratério de
Biotecnologia Ambientl (LABAM/DEQ/UFS)
E-mail para contato: rrsouza@ufs.br

RESUMO - As lipases tém uma cadeia de oligopeptideos e a regido que circunda o sitio
ativo das lipases € hidrofobica, logo, elas reconhecem superficies hidrofébicas. A
imobilizacdo € uma das estratégias mais utilizadas quando se deseja transmitir as
caracteristicas aspiradas de catalisadores heterogéneos tradicionais para um
biocatalisador. No caso dos suportes inorganicos, destacam-se 0s mesoporosos quando se
trata de imobilizacdo de lipase. O MCM 41, utilizado neste trabalho, compreende um
grupo de materiais mesoporosos constituidos de silica e alumina, que garantem 0s
requisitos necessarios de um suporte adequado. A lipase de Candida rugosa foi adquirida
pelo laboratério Sigma e imobilizada por adsorcéo, em pH 7,0 e 8,0 e massa do suporte
0,30 g e 0,45 g. A melhor condigé&o operacional para producéo do biocatalisador foi com
pH 7,0 e massa de suporte 0,30 g, obtendo 99,2 % de eficiéncia de imobilizacdo. Na
imobilizacdo, a melhor condicdo foi a de pH 7,0 e massa de suporte igual a 0,30 g, pois
guando comparadas as outras mostrou maior estabilidade e ativacdo da enzima,
coincidente com os valores 6timos encontrados na literatura. Na aplicacdo do
biocatalisador utilizando o 6leo de oliva. Os resultados mostraram uma queda da
conversdo ap6s 10 minutos de reacdo, sugerindo que houve uma inativagcdo ou até mesmo
desnaturacdo da enzima no meio, tendo uma conversdo global de 41 %. Para a enzima
livre a conversao global foi de 52 %.

1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Lipase

Lipases sdo enzimas capazes de catalisar reacdes de hidrolise de triglicerideos em glicerol e
acidos graxos. Sua aplicabilidade ¢ enorme visto que além da reacdo de hidrdlise podem catalisar
reacOes de esterificacdo, interesterificacdo e transesterificagdo em meios ndo-aquosos ou restritos a
agua. Por esse motivo, as lipases sdo excelentes alternativas aplicaveis as industrias de alimentos,
oleoquimicas, farmacéuticas e de biossensores (SILVA et. al, 2014).
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1.2. Adsorcéao

Esse método de imobilizacdo se baseia na adsorcdo da enzima sobre um material
relativamente poroso. A adsorcéo fisica fundamenta-se em interacfes interfaciais ndo covalentes,
incluindo ligacdo de hidrogénio, forcas eletrostaticas e intera¢fes hidrofobicas (YU et. al., 2013). Os
materiais utilizados como suportes sdo os mais diversos, como a hidroxilapatita, alumina, silica,
carvao ativado (REGULY, 2000). Uma boa imobilizacdo depende da orientacdo das cargas e
hidrofobicidade do suporte, bem como do tamanho de seus poros, tanto para maior estabilidade da
interacdo quanto para maior especificidade do processo. Ramos et. al. (2014) estudou a aplicacdo de
duas organobetonitas com hidrofobicidades diferentes como suporte na adsorc¢do fisica de lipase de
Candida rugosa avaliando sua atividade imobilizada e livre, obtendo como pH e temperatura 6timos
uma faixa de 55 a 7,0 e 35 a 45 °C, respectivamente. Os suportes mesoporosos de silica sdo
excelentes opc¢des para imobilizacdo de enzimas devido a sua grande area superficial, elevado volume
e atoxidade (YU et. al., 2013). Essa é a forma mais simples, econémica e répida de se imobilizar
enzimas (GUPTA et al., 2013). Devido as ligacdes fracas as quais sdo submetidas, problemas de
desorcéo e desnaturacdo sdo bastante comuns, e podem ser ocasionadas por pequenas variagdes de
pH, temperatura, forca idnica, e até pela presenca do substrato.

1.3. Suporte

Chen et. al. (2011) estudou o efeito da hidrofobicidade de membranas usadas como suporte
para imobilizacéo de lipase por ligacdo covalente sobre a atividade e estabilidade da enzima, obtendo
melhores resultados quando usou a membrana de maior hidrofobicidade. Estudos mostram que a
regido que circunda o sitio ativos das lipases é hidrofobico, por isso, superficies hidrofébicas sdo
reconhecidas como substrato natural, possibilitando sua ativagdo interfacial (FERNANDEZ-
LAFUENTE et. al., 1998). E possivel predizer que o suporte mais desejavel deve ter elevada area
superficial, ser térmica e quimicamente estavel, resistente a contaminacfes e de baixo custo
(KANDASAMY et. al., 2010). O MCM 41 é um suporte que contempla tais caracteristicas e faz parte
da familia de suportes com arranjos hexagonais e poros uniformes e de tamanho bem definido, com
canais construidos com matriz de silica e alumina (KRESGE et. al., 2012).

1.4. Biodiesel

O biodiesel € definido como uma mistura de ésteres monoalquis de cadeia longa de acido-
graxo derivado de fontes de lipidio renovaveis, como 6leo vegetal ou animal (HOEKMAN, et. al.,
2012). E um biocombustivel de primeira geracdo (transforma de forma direta a biomassa em
biocombustivel) que veio como candidato a substitui¢cdo do diesel com uma proposta ambientalmente
mais correta, pois é biodegradavel, renovavel, mais lubrificante, ndo possui enxofre e possui melhor
ponto de fugor. A principal forma de transformar Oleo em biodiesel é pela reagdo de
transesterificacdo. Dentre as possiveis rotas de producéo, a enzimatica, apesar de mais cara, € a rota
em maior ascensdo, pois diminui os problemas de subprodutos devido a alta especificidade da enzima
e aumenta a velocidade da reacdo. Cerverd et. al. (2013) estudou a transesterificacdo do 6leo de soja
com etanol na presenca da Novozyme 435 (lipase de Candida antartica), obtendo como condic¢Ges
Otimas de operacédo: 5 g de enzima por 100 g de 6leo, temperatura de 37 °C e proporcdo alcool/oleo
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de 3:1. As principais fontes de lipideo para producdo de biodiesel vém da gordura animal e 6leo de
mamona, soja e dendé. No entanto ha estudos que avaliam a eficiéncia de outras fontes de 6leo, tais
como oliva, canola, gordura animal, palma, colza, milho e microalgas, Gog (2012) fez um apanhado
dos principais Oleos utilizados e seus rendimentos, obtendo para o 6leo de soja, por exemplo, um
rendimento igual a 92%. A reacdo de transesterificacdo é representada na Figura 1.
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Figura 1: Reacéo de transesterificagao.

O alcool é posto em excesso nesse tipo de reacao, pois isso favorece a producdo de biodiesel,
deslocando o equilibrio para formacdo deste, j& que é um processo reversivel. Entretanto, em casos
que utilizam biocatalisador, 0 metanol empregado na reacdo pode inibir a atividade da lipase,
afetando sua estabilidade (TRAN et. al., 2013).

2. METODOLOGIA

2.1. Determinacéo da atividade enzimatica

Uma curva de calibracdo foi feita utilizando-se a lipase e o p-NFL (p-nitrofenillaurato) como
substrato. A solucdo da lipase foi elaborada com concentracdo de 0,19/100 mL em tampao fosfato de
potéssio pH 6, 7 e 8 e diluida para formacdo da curva de calibragdo. Para o substrato, foi utilizada
uma proporcao de 1 mL de DMSO para 0,0180 g de p-NFL em 100 mL de solugdo tampéo. As duas
solugdes foram colocadas numa cubeta de 2 mL na proporc¢do de 1,8 mL de substrato para 0,2 mL de
enzima, e ficaram em contato por um tempo padronizado em 40 s para posterior analise em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda igual a 410 nm.

2.2. Imobilizagdo da enzima

Foi colocado sob agitagdo constante uma massa do suporte MCM 41 devidamente tratado com
HNO3, em contato com 20 mL da solugéo de lipase. De tempos em tempos foram retiradas amostras
do sobrenadante e medidas sua atividade e proteina de acordo com as metodologias ja descritas. A
porcentagem de imobilizacao foi calculada de acordo com as Equagdes 1 e 2.
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Eimob (%) = Uteor 1OOUO (l)
U

Uteor = UO - (2)
m

sup

Onde Eimop € a eficiéncia de imobilizacdo, U S80 unidades de enzima teoricamente ativas,
Uy sdo unidades de enzima iniciais, Us unidades de enzima que se perderam na primeira lavagem e
Msyp & Massa do suporte.

2.3. Reacdo de transesterificacao

Em um béquer, foi misturado azeite de oliva Extra Virgem Galo com metanol numa proporg¢éo
de 4:1. Em seguida, adicionou-se 0,05 g do biocatalisador e deixou-se agitar a temperatura ambiente.
Trés amostras de 1 g cada foram coletadas nos tempos de 30, 60, 120, 150 e 180 minutos. Tais
amostras foram diluidas em 25 mL de lcool etilico e tituladas com NaOH 0,25 N. Outro
procedimento semelhante foi feito usando um volume de 15 % de solucéo de lipase 0,1 g/100 mL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacdo do pH e da massa do suporte sobre a atividade enzimatica

A Figura 2 mostra a curva de calibracdo da enzima em pH 6,0, mostrando sua relacdo com a
absorbancia obtida.
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Figura 2: Curva de atividade enzimatica representada pela relagdo entre a concentracdo da enzima
e a absorbancia em pH 6,0.

Sabe-se que quanto maior a concentracdo da enzima, melhor é sua atividade, pois uma
unidade enzimaética corresponde a quantidade de enzima capaz de catalizar a reagdo com taxa de
formacgéo de produto de 1 pmol/s, e a formacdo de p-NF é notada pela intensificagdo da cor
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amarela medida no espectrofotbmetro. No entanto, 0 comportamento obtido ao se utilizer um
meio em pH 6,0 foi o oposto do esperado. O pH é um dos fatores que podem influenciar a
atividade da enzima, mudando o estado de ionizagdo dos components do sistema, 0 que pode
desnaturar a enzima. Portanto, a curva mostra uma queda na absorbancia com o aumento da
concentracdo enzimatica, podendo significar que houve desnaturacdo da lipase, impedindo a
catalise da reagdo e consequentemente formag&o do produto.

Devido ao efeito negative do pH 6,0 sobre a enzima, apenas o pH 7,0 e 8,0 foram
estudados durante a imobilizagdo em conjunto com a influéncia da massa do suporte no estudo da
influéncia dos efeitos estéricos e de conformacdo. A Figura 3 mostra a curva obtida na
imobilizacdo da lipase a pH 7,0 para compragao entre as massas de suporte utilizadas.

Nota-se que hd uma grande afinidade entre a enzima e o suporte nos primeiros 10 minutos
de reacdo, como consideravel queda de atividade no sobrenadante. No entanto, para uma menor
massa de suporte, a absorbancia no tempo de 10 minutos foi menor que para a outra massa de
suporte, 0 que sugere que uma maior quantidade de enzima migrou do meio para o suporte e que
os efeitos estéricos proporcionados por uma massa ecessiva de suporte afetaram negativamente a
adsorcao.

A Figura 4 compara os pHs estudados usando 0,30 g de suporte. A utilizacdo de pH 7,0 é
ligeiramente melhor que a utilizagdo do pH 8,0, pois nos primeiros 10 minutos hd uma reducgéo
de atividade 10 % maior.

®msup=045g Emmsup=0,30g mpH7,0 epH80
1,400 3,000

L]
1,200
2,500 o

1,000
2,000

o
1
<}
S}

Absorbancia
Absorbancia
=
W
3
]

0,600

b . 1,000
0,400 . . .

0,500

0,200
L ] L .

0,000 0,000
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 3: Curva de absorbancia versus Figura 4: Curva de absorbancia versus
tempo de adsor¢do em pH 7,0 com massa de tempo Qe adsor¢do com massa de MCM 41
MCM 41 de 0,30e 0,45 g. igual 20,30 gepH 7,0 € 8,0.

Outra observacdo que pode ser feita através dos numeros apresentados acima, é que o
tempo 6timo para a adsorcédo foi de 10 minutos, como pode ser visto um aumento da atividade no
sobrenadante nos tempos posteriores, mostrando que a agitacdo pode ter causado a dessor¢do da
lipase.
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3.2. Aplicacdo no substrato sintético
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A Figura 5 mostra a sequéncia evolutiva de intensificacdo da cor conforme a reagdo acontecia.
Assim, nesta figura temos a coloragdo da mistura reacional com: a-22 minutos; b- 38 minutos; c-98
minutos; d-128 minutos; e- 218 minutos; f- 298 minutos.

f

Figura 5: Intensificacdo da cor do p-NF conforme processamento da reacéo.

A Figura 6 e 7 exibem as curvas da concentracdo de p-NF em termos de atividade pela reacdo

de 0,05 g e 0,1 g do biocatalisador com o substrato, respectivamente.
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Figura 6: Curva da concentracdo de p-NF em
termos de atividade pela reacdo de 0,05 g de

biocatalisador com o substrato.
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Figura 7: Curva da concentracdo de p-NF em
termos de atividade pela reacdo de 0,10 g de

biocatalisador com o substrato.

Nota-se que a menor massa leva um tempo maior para alcancar a estabilizacdo, o que é
esperado, pois com uma massa menor de biocatalisador a reagdo se processa de forma mais lenta. A
Figura 8 mostra que conforme se aumenta a concentracdo de p-NF, ha diminuicdo da concentracdo do
substrato, que vai sendo consumido durante a reacdo. Isso significa que o biocatalisador esta
funcionando de acordo com o esperado, fazendo a converséao de substrato em produto.
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Figura 8: Conversédo de p-NFL em p-NF pela acdo de 0,01 g de biocatalisador.

3.3. Aplicacgéo no oleo de oliva

Seguindo a metodologia descrita no item 2.3, foi calculada a porcentagem de acido graxo livre
(FFA) e a conversdo da reacao (XA(%)) através das Equacdes 4 e 5.

NNaOH 'VNaOH -MM

FFA = dleo 4)
ma
XA(%) = FFA-FFB .100 (5)
FFA

Onde Nnaon € a concentracdo da base utilizada na titulacdo, Vnaon € 0 volume gasto na

titulacdo, MMgje, € @ massa molar aproximada do 6leo de oliva e, FFB é a porcentagem de acido
graxo livre no 6leo puro.

A Tabela 2 mostra a conversdo da reacdo contendo 15 % de agua e enzima livre. Neste caso,
obteve-se a maior porcentagem de conversdo no tempo de 180 minutos. Tais valores, se comparados
aos da Tabela 3, revelam que a atividade da enzima livre € maior que a da enzima imobilizada.

Tabela 2: Porcentagem de conversdo da reacdo de transesterificacdo - titulacdo usando 15 % de agua.

Tempo (min)

0

30

60

90

120

150

180

X (%)

0

28,6

50

50

50

50

52,4

Tabela 3: Porcentagem de converséo da reacéo de transesterificacdo - titulagdo com biocatalisador.

Tempo (min)

30

60

90

120

150

180

X (%)

9,1

28,6

28,6

9,1

41,2
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4. CONCLUSAO

Na imobilizacdo, a melhor condicdo foi a de pH 7,0 e massa de suporte igual a 0,30 g, pois
qguando comparadas as outras mostrou maior estabilidade e ativacdo da enzima. Essa imobilizacéo
obteve 99,2 % de eficiéncia e apresentou pH coincidente com os valores 6timos encontrados na
literatura.

Com a condicdo de pH e massa do suporte definidas, foi avaliada a cinética da reacéo de
producdo de p-NF com massas diferentes de biocatalisador. A menor massa deu origem a uma curva
mais definida por conta da menor velocidade da reacgdo, possibilitando melhor visualizagdo da
conversdo de substrato em produto. A curva de conversdo, portando, ratifica a eficiéncia do
biocatalisador produzido.

Na aplicacdo do biocatalisador utilizando o 6leo de oliva, no entanto, os resultados mostraram
uma queda da conversdo ap6s 10 minutos de reacdo, sugerindo que houve uma inativacdo ou até
mesmo desnaturacdo da enzima no meio. A maior conversao obtida foi de aproximadamente 41 %,
enquanto que 52 % de conversao foram obtidos utilizando-se solucdo de enzima livre.
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