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RESUMO - As lipases atuam na hidrdlise de triacilglicerdis, liberando acidos graxos e
glicerol. Em meio organico sdo enzimas capazes de catalisar reacdes de esterificagdo,
interesterificagdo e transesterificacdo, sendo que seu uso somente ¢ viavel se associada a
estabilizacdo em suportes inertes. A eficiéncia de imobilizacdo depende de fatores
diversos como o suporte e tipo de imobilizagdo. Na ocasido trabalhou-se com o suporte
polihidroxibutirato (PHB) para imobilizagdo da lipase de Pseudomonas fluorescens
(Lipase AK). A atividade catalitica da lipase imobilizada por adsor¢do, foi de 413,76 U/g,
utilizando um carregamento de 30 mg de proteina durante a imobilizagdo. A reagdo de
transesterificagdo foi com o6leo residual, conduzidas em shaker, usando 20 g do meio
reacional, em propor¢ao molar de 1:9 (6leo:etanol) e 2 g de derivado, a 45°C, em diversos
tempos (de zero a 96 h). A formagdao de ésteres de etila foi acompanhada por
cromatografia a gas e verificou que em 48h atingiu 74% de rendimento.

1. INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases tem a fun¢@o de catalisar a hidrdlise de
gorduras e Oleos vegetais com a subsequente liberacdo de acidos graxos livres, diacilglicerois,
monoacilglicerois e glicerol livre. Também podem atuar como catalisadores de reagdes de acidolise,
aminolise, alcoolise (transesterificagdo), esterificacdo e interesterificagdo. Com o uso destes
catalisadores enzimaticos, verifica-se algumas vantagens sobre os catalisadores classicos, como a
especificidade, a regiosseletividade e a enantiosseletividade (que permitem a catalise de reagdes com
um numero reduzido de subprodutos que demandam condigdes brandas de temperatura e pressao), a
facilidade na remog¢do do catalisador do meio onde se encontra o produto e a possibilidade de
reutilizagdo do mesmo em varios ciclos reacionais, conforme Paques & Macedo (2006); Leca et al.
(2010). Sao enzimas comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes
animais, vegetais € microbianas.

De acodoc om Castro et al. (2004), inicialmente, as enzimas eram obtidas a partir de pancreas
de animais e usadas como auxiliar digestivo para consumo humano. Em func¢ao do baixo rendimento
no processo fermentativo, as lipases microbianas foram consideradas dispendiosas, quando
comparado ao custo de outras hidrolases com o mesmo fim. Entretanto, os avangos registrados na
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tecnologia do DNA tém permitido aos fabricantes de enzimas disponibilisar lipases microbianas com
atividade bem elevada, a um custo mais acessive.

Jaeger e Reetz (1998) especificam que as razdes para o enorme potencial biotecnologico de
lipases microbianas incluem os fatos de que elas sdo (1) estaveis em solventes organicos, (2) nao
necessitam de cofatores, (3) possuem uma grande especificidade de substrato e (4) exibem uma alta
enantioseletividade.

Para ser competitivo o uso de enzimas, a sua reutilizacdo ¢ uma necessidade, e apesar de boas
produtividades serem reportadas em exemplos da literatura empregando enzimas livres, os
experimentos sdo conduzidos em regime de batelada de uso Unico, sem tentativas de recuperagdo da
atividade enzimatica, conforme Nielsen et al. (2008). Guisan (2006) define que a imobilizagdo
consiste no confinamento da enzima em um suporte soélido para posterior reutilizagdo do
biocatalisador, tornando o processo menos oneroso.

Yahya (1998) fez estudos comparativos que mostram diferencas acentuadas no desempenho de
lipases imobilizadas nos varios suportes, e evidenciam que apesar das varias experiéncias reportadas
na literatura, a imobilizagdo ainda ¢ um desafio complexo, uma vez que a extensao da imobilizagao
depende da estrutura da enzima, método de imobilizacdo, e do tipo de suporte. Em muitos casos,
suportes que proporcionam uma elevada atividade e estabilidade da enzima apresentam sérias
limitagdes de resisténcia mecanica e de queda de pressdo, que os tornam invidveis para a utilizagao
em alguns tipos de reatores.

Para Lee et al. (2002); Shah et al. (2004) ¢ Dors (2011), a imobilizagdo ¢ considerada como uma
abordagem para melhorar o desempenho operacional de enzimas em processos industriais,
especialmente para sistemas ndo aquosos. Varias abordagens tém sido utilizadas para a imobilizagado
de lipases para a sintese de biodiesel, incluindo a adsor¢do, a encapsulacdo, imobilizacdo covalente
em um suporte, bem como a imobilizagdo livre de suporte.

Desta forma, Knothe et al. (2006) e Dors (2011) descreveram que a vantagem principal do uso
de lipases imobilizadas ¢ a possibilidade de recuperagdo e reuso apds um processo batelada e, desta
forma, dilui¢do do custo inicial da enzima. Além disso, o empacotamento de enzimas imobilizadas em
colunas permite uma facil implementagdo do processo continuo. Deve ser levado em conta que a
imobiliza¢do da enzima tem um efeito benéfico na estabilidade da enzima, em fungdo das interagoes
fisicas e quimicas entre o suporte ¢ as moléculas da enzima. A imobilizacdo também auxilia na
dispersdo homogénea da enzima no meio, o que ¢ essencial para a conducdo de reagdes enzimaticas
em meio nao aquoso. As principais desvantagens deste processo sdo: alteracao da conformagao nativa
da enzima, custo do suporte e possibilidade de perda de atividade durante o processo de imobilizagao.

A reacdo quimica utilizada nesse trabalho para a produgdo de biodiesel foi a de
transesterificagdo, que consiste na quebra das cadeias longas dos 6leos, para que possam ligar um
alcool de cadeia curta, mediado pela presenga de uma enzima como catalisador e produzindo ésteres,
conforme descrito por Rodrigues (2009), que verificou, ainda que estes ésteres possuem
caracteristicas que se aproximam do diesel tradicional e solucionam os problemas encontrados para a
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aplicagdo de dleos vegetais como combustiveis. O uso de um excesso de alcool na reacao foi oportuno
para houvesse um deslocamento do ponto de equilibrio, proporcionando um ganho significativo na
producao de biodiesel ao final da batelada.

Quanto ao catalisador, o uso da lipase foi devido a sua eficidcia na catdlise de reacdes de
transesterificagdo combinando as mais diversas matérias primas, sejam com o uso de diferentes 6leos
de origem vegetal ou animal; os brutos ou refinados e, até os 6leos e gorduras residuais, bem como o
uso de diversos alcodis (como metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol ou isobutanol),
conforme descreveu Dors (2011), em seu trabalho cientifico.

Por fim, destaca-se como proposito deste a avaliagdo do desempenho da Lipase AK imobilizada
em suporte inerte do tipo Polihidroxibutirato (PHB), na catélise da reagdo de transesterificacdo entre
residuo gorduroso de fritura e etanol, estabelecidos diferentes tempos de reacao, para uma condi¢ao
fixa da razdo molar 6leo/etanol e condigao de temperatura otimizada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.1. Materiais

A Lipase AK de Pseudomonas fluorescens utilizada é comercializada, pelo representante no
Brasil da empresa Sigma Aldrich, assim como os suportes PHB, ambos encontrados na forma de pé.
Ja o residuo gorduroso de fritura foi obtido no restaurante universitario da UNIFAL-MG. Como
substrato padrdo na caracterizagdo da Lipase imobilizada e do sobrenadante, utilizou-se o azeite de
oliva extra virgem, da marca Carbonell.

2.1.2. Equipamentos

Utilizou-se pH metro para o preparo da solucdo tampao, shaker orbital para imobilizacdo,
balanca analitica para diferentes pesagens, bomba vacuo nas filtragdes do suporte, shaker com
controle de temperatura por banho Maria para reacao de transesterificagdo, titulador automatico com
solugdo NaOH a 0,01756 M para afericdo da atividade hidrolitica, centrifuga para separagdo de
subprodutos na reagdo de transesterificagdo, rotaevaporador composto por bomba & vacuo, rotor e
banho Maria, dentre outros equipamentos basicos do laboratorio.
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A pesquisa foi conduzida em duas etapas: a de imobilizagdo da Lipase AK e da reagdo de

transesterificagao:

Etapa 1

Etapa 2

1 gde PHB + 10 ml Alcool Anidro

7 @

Agitacdo: 125 RPM, 30 minutos e 25°C.

Frascos contendo: 13,56 g de residuo
gorduroso + 6,44 g de alcool anidro + 2 g de
PHB imobilizado com Lipase AK no
carregamento de 30 mg

: o

s

Filtragdo / Lavagem com 250 ml de Agua
Destilada.
Acondicionamento do PHB em tampao
Fosfato de Sodio 5 mM, pH 7,0 + 30 mg
de Lipase AK.

Agitagdo: 200 RPM,45°C, com retirada de
amostras nos tempos 12, 24, 48, 72 € 96 hs.

1 1

s 3

Separacio do Derivado e da Agua de
Lavagem da amostra por centrifugacdo a

20000 RPM por 5 minutos.

Agitagdo: 150 RPM, 12 horas e 25°C.

. .

Filtragdo: Analise da atividade
hidrolitica do derivado pelo método de
Soares (1999).

i 1

Rotavanorizacao a 75°C. nor 30 minutos.

i 1

Desumidifica¢do da amostra por 24 h com
sulfato de sodio. Separagao por centrifugacao
e analise por cromatografia gasosa.

Figura 1: Fluxograma da metodologia de pesquisa empregada

2.2.1. Métodos — Caracterizacao da Lipase

Para a caracterizacdo da Lipase AK, algumas analises fizeram-se necessarias, sendo elas:
avaliag@o dos fatores pH e temperatura 6timos de reacdo, além da determinagao da melhor Atividade
Hidrolitica de acordo com os diferentes carregamentos da Lipase AK imobilizada em PHB.

Em todas as andlises, foi avaliada a atividade enzimatica da lipase imobilizada, a qual era obtida
pelo método de hidrolise do azeite de oliva, conforme metodologia modificada por Soares et al.
(1999), onde verifica-se acidos graxos liberados com titulagdo com solugdo de NaOH (= 0,02M),

utilizando fenolftaleina como indicador.

Para a determinagdo da atividade utilizou-se a equagdo 1:

AH = (Va — Vb)*lOOO*M NaOH

(me*t)

Em que:
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Va: volume de NaOH gasto para titulagdo da amostra em mL.

Vb: volume médio de NaOH gasto na titulagao das solugdes “branca” (sem enzima).
Mnaon: molaridade padronizada da solucao de NaOH usada na titulagdo em mol/L.
m,: massa de derivado (PHB + enzima) utilizado em gramas.

t: tempo de reacdo em minutos.

A equacao utiliza unidade de atividade (U), que ¢ definida como a quantidade que libera 1pmol
de 4acido graxo por minuto de reagdo nas condigdes do ensaio. As atividades foram calculadas
segundo a equagdo 1 e expressas em pmol.min™ (U).

Avaliacdo do pH d6timo de Reagdo: Afim de determinar a melhor performance catalitica da
Lipase AK, foram desenvolvidas andlises com determina¢do da atividade hidrolitica conforme
metodologia proposta por Soares et al. (1999), no entanto com variagdo do pH da solu¢do tampao
usada. Neste ato, foram usadas duas solugdes tampao distintas, o tampao fosfato e o tampao tris-HCI,
uma vez o tampao fosfato possui eficacia dentro da faixa de pH entre 5,0 e 8,0, enquanto que o
tampao tris-HCI ¢ eficiente para estabilidade tamponante em reagdes com pH acima de 8,5; ambos
foram preparados com peso molar 0,1 M.

Assim, as avaliacdes de eficiéncia da enzima ocorreram entre pH 5,0 até 9,0, com escala
gradativa de pH 0,5. Sendo que os demais fatores foram mantidos fixos (agitacdo de reagdao a 200
RPM, temperatura de reagdo em shaker com banho Maria de 37 ° C, concentracdo de enzima no
suporte de 5 mg e aliquota de derivado imobilizado de 100 mg).

Avaliacdo da Temperatura 6tima de Reacdo: Da mesma forma que a avaliacdo do melhor pH,
foram desenvolvidas andlises com determinagdo da atividade hidrolitica conforme metodologia
proposta por Soares et al. (1999), no entanto com variagdo da temperatura do banho maria. Assim, as
avaliacdes de eficiéncia da enzima ocorreram nas temperaturas 30, 37, 40, 45, 50, 55, 60, 65 ¢ 70 °C e
os demais fatores mativeram-se fixos (solu¢dao tampao a 0,1 M e pH 7,0, concentragdo de enzima no
suporte de 5 mg e aliquota de derivado imobilizado de 100 mg).

Avaliacdo do Carregamento 6timo no suporte: Consistiu em imobiliza¢des de LPF em 1 g de
suporte variando-se a carga enzimatica oferecida de 2,5 a 40 mg de proteina. O tempo de

imobilizac¢do foi de acordo com a metodologia apresentada na Figura 1, sendo esse tempo necessario
para se atingir o equilibrio da adsor¢ao.

2.2.2. Métodos — Reacao de Transesterificacao

As reagdes de sintese de biodiesel a partir do residuo gorduroso foram realizadas em recipientes
fechados, utilizando agitagdo mecanica (200 rpm), na temperatura de 45°C e razdo molar fixa 1:9
residuo gorduroso/ etanol. As reacdes foram incubadas com a lipase imobilizada em propor¢ao 10%
em relacdo a massa total dos reagentes e conduzidas por determinados periodos de tempo (12, 24, 48,
72 e 96h), com retirada dos recipientes amostrais para purificagdo e posterior dosagem dos ésteres
etilicos formados.
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2.2.3. Métodos — Determinacio dos Esteres Formados e Calculo do Rendimento da
Reacio de Transesterificacao

Para a analise dos monoésteres de acidos graxos foi empregado um cromatografo de fase
gasosa. O rendimento das reagdes de sintese de biodiesel foi definido como o valor expresso da massa
total obtida de ésteres de etila (M;) em relagdo a massa teorica esperada de ésteres de etila (M.). M.
foi determinado a partir da massa de acidos graxos presente na massa inicial do extrato de residuo
gorduroso (M), da massa molecular correspondente a cada acido (Mw,) € do éster correspondente

(Me).
3. RESULTADOS

3.1.1. Caracterizacao da Lipase

Avaliacdo do pH 6timo de Reacdo: Conforme proposto por Soares et al. (1999), apos a titulagao
das amostras obtidas, utizando-se solucao de hidroxido de so6dio padronizado em 0,01796 M, obteve-
se volumes determinados, os quais foram utilizados em substitui¢do na equacdo (1) do item Va
(volume de NaOH gasto para titulagdo da amostra em mL). Da mesma forma, foram aferidos volumes
determinados de amostras obtidas nas mesmas condigdes, porém sem a adicdo de enzima na
imobilizac¢do. Estes volumes foram utilizados em substituicdo na equacgdo (1) do item Vb (volume
médio de NaOH gasto na titulacdo das solugdes “branca” - sem adicdo de enzima). Pela Figura 2,
nota-se que o melhor pH, ou seja, uma maior atividade dessa enzima esta em pH 8,0.

Com os resultados obtidos foi possivel desenvolver o grafico abaixo (figura 2):

1OO
a0 ),
= SO0 /
< FOo
=
= °°
_
= °=°
= 40
=3
._g =20 /
=
=] —
= 20
10
o
5.0 55 &.0 6.5 7O 7.5 g.0 8.5 9.0
PrH

Figura 2: Determinagdo da atividade hidrolitica em fungao do pH

Avaliacdo da Temperatura 6tima de Reacdo: A titulagdo com NaOH 0,01796 M. resultou em
volumes determinados, os quais foram utilizados em substitui¢ao na equagao (1) do item Va. Ainda,
foram aferidos volumes determinados de amostras obtidas nas mesmas condi¢des, porém sem a
adicao de enzima, os quais foram utilizados em substitui¢do na mesma equacao do item Vb. Observa-
se que a melhor temperatura dessa enzima ¢ a 40°C.
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Figura 3: Determinagdo da atividade hidrolitica em fun¢do da temperatura

Avaliacdo do Carregamento 6timo no suporte: Dabaja et. al. (2013) e Bezerra et al. (2013),
em seus trabalhos identificaram que a melhor atividade da lipase AK quanto aos diferentes
carregamentos no suporte inerte PHB, ¢ a do carregamento de 30 mg. Portanto, neste trabalho,
avaliou-se a atividade do derivado com este carregamento imobilizado. Obteve-se uma atividade de
413,76 U/g. Os autores Dabaja et. al. (2013) e Bezerra et al. (2013), obtiveram uma atividade de
190,80 U/g.

3.1.2. Rendimento da Reac¢ao de Transesterificacio

Transcorridos os tempos determinados, as amostras foram coletadas e purificadas, ou seja,
foram removidos: o derivado (PHB + Enzima), a glicerina, etanol e umidade. A andlise por
cromatografia gasosa apresentou os seguintes percentuais de €steres, mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Percentual de ésteres obtidos na reagdo de transesterificagdo, com variagdo nos
tempos da reagado

Tempo 12 h 24 h 48h 72 h 96 h
Percentual de Ester 63,8 % 64,7 % 73,5 % 69,9 % 74,4 %
4. CONSIDERACOES

Das avaliacdes de temperatura e pH, verificou-se que a metodologia usualmente aplicada, pode
ndo ser a mais eficaz para reagdes de transesterificacdo com uso de enzima imobilizada por adsorgao
em suporte inerte e organico, como no caso do presente, que foi utilizado o polihidroxibutirato.
Verificou-se, neste caso, que a otimizacdo da reagdo se daria em pH 8,0 e temperatura de 40°C.

Ainda, no caso presente,optou-se conduzir a reagdo em pH 7,0 em func¢do do tampao utilizado
(solugdo tampao fosfato); trata-se de um tampao que apresenta pKa em 6,86, ou seja, o ponto de
melhor estabilidade de reagdo ocorre quando o tampao encontra-se estabilizado em pH
aproximadamente 7,0. Além disso, conforme ¢ possivel verificar na figura 2, a reagdo em pH 7,0
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encontra-se em acessdo logaritmica, sem possibilidade de qualquer estabilizagdo ou saturacdo na
reacao.

Sobre o uso da temperatura de 45°C para a reagdo de transesterificacdo, conforme verifica-se na
figura 3, € o ponto que hé decréscimo logaritmico da atividade da enzima, porém sem possibilidade
desta encontrar-se desnaturada. Além disso, quanto maior a temperatura, maior ¢ a interacdo da
enzima e suporte, tornado esta mais eficaz, no que diz respeito ao reuso.

A melhoria na atividade catalitica da enzima, conforme verificado no presente, em contraponto
a atividade descrita pelos autores Dabaja et al. (2013) e Bezzera et al. (2013) ¢ devido a tratar-se de
uma enzima comercial, estando sujeita as condigdes no ato da fabricagdo. Além disso, fatores
externos na condi¢do da analise podem influenciar. No entanto, ndo descaracterizou o potencial de
uso da enzima imobilizada, pelo contrario, refor¢ou, dado o aumento ser superior a 100 %.

Por fim, sobre a reagdo de transesterificacao, verifica-se que o rendimento no tempo de 48 h ¢
bastante similar ao tempo de 96 h. Neste caso, novos testes sdo necessarios, a fim de verificar a
aplicabilidade de uma reacao de transesterificacdo ocorrendo em menos que 48 h, com a finalidade de
producao comercial de biocombustivel, onde o agente catalisador ¢ uma enzima reutilizavel.

Oportuno enfatizar que o presente trabalho compde uma série de analises que estdo sendo
desenvolvidas, das quais objetivam a producdo de uma energia de fonte alternativa, mais limpa, a qual
da nova destinagdo de uso a produtos de descarte e com o uso de enzimas, que tornam o processo
produtivo oportuno, devido a pouca quantidade de subprodutos produzidos; a baixa toxidade; a
possibilidade de uso alternativo para os subprodutos e a chance do reuso, que ¢ situacdo que comega a
acenar para a produgdo continua de biodiesel.
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