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RESUMO - O biodiesel ¢ uma mistura de ésteres alquilicos de acidos graxos que podem ser
obtidos a partir da reagdo de transesterificagdo dos triglicerideos de origem animal ou vegetal
com 4alcoois, sendo uma alternativa substituicdo do convencional diesel de petroleo. A sua
producdo pode ser realizada pela catdlise enzimatica, processo que se torna ainda mais
vantajoso quando se utiliza a lipase imobilizada. Neste trabalho, testamos diversos tipos de
imobilizagdo de lipases em esferas de quitosana, a fim de avaliar a estabilidade da enzima.
Foram realizados testes com imobilizagdo uni e multipontual, utilizando ativagdo com glicidol
e com glutaraldeido. A eficiéncia foi analisada em virtude do rendimento de reagdes de
produgdo de biodiesel, utilizando etanol e 6leo de soja, e também da estabilidade frente a
diversos usos. Assim, foi possivel a producdo de um derivado enzimdtico capaz de alcangar
47% de rendimento na sintese de biodiesel, sendo estavel ap6és 10 usos mantendo sua
atividade inicial.

1. INTRODUCAO

O biodiesel ¢ uma mistura de mono-alquil ésteres de acidos graxos obtidos a partir da
transesterificacao dos triglicerideos de origem animal ou vegetal com alcoois de cadeia curta,
sendo uma alternativa da substituicdo do convencional diesel de petroleo. (DERMIBAS,
2008). Sua obtencao poder ser realizada via catalise quimica ou via catalise enzimatica.

Sdo diversas as vantagens de se empregar lipases como catalisadores, tais como a
possibilidade de utilizagdo de condigdes suaves de reacdo evitando a formacdo de
subprodutos, além da possibilidade de maior controle e eficiéncia do processo (GARCIA et
al, 2000). Lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo produzidas por micro-
organismos (fungos e bactérias), animais e plantas. As enzimas comerciais sdo derivadas
principalmente de fontes microbianas devido aos baixos custos de producdo e da facilidade de
manipulacdo de suas propriedades (ANTCZAK, 2009). As lipases podem ser classificadas
segundo a sua especificidade em relagao a molécula 4cida ou alcoodlica do substrato. A lipase
de Thermomyces lanuginosus, utilizada neste trabalho, ¢ uma lipase 1,3 especifica, liberando
os acidos graxos das posigoes 1 e 3 (CASTRO, 2004).

A imobilizagdo de enzimas em um suporte s6lido ¢ uma tecnologia importante para a
estabilizacdo e melhoramento da atividade da enzima, sendo este processo dependente das
interagdes quimicas que ocorrem entre o suporte e as moléculas da enzima (POPPE, 2013).
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Com a imobilizagdo, a estabilidade enzimatica pode aumentar, possibilitando assim um
melhor controle da reagdo. Além disso, o uso de enzimas imobilizadas ¢ preferivel em virtude
das mesmas serem de facil separacdo e remogao apos o término da reagdo (ADRIANO, 2008).

A escolha do melhor método de imobilizagdo deve ser baseada em parametros como
atividade do imobilizado, estabilidade operacional, custo do procedimento de imobilizagao,
toxicidade dos reagentes e propriedades finais desejadas para a enzima imobilizada
(MENDES, 2013). Diversos tipos de imobiliza¢ao tém sido empregados com lipases, como
adsorcdo hidrofobica, adsor¢do idnica, encapsulagdo em matrizes e ligagdo covalente
unipontual e multipontual. Na ligacdo unipontual, a imobilizagdo ocorre entre os grupos
aldeido no suporte e grupos N-terminal da enzima, j& na ligacdo multipontual, varios grupos
do suporte reagem com diferentes grupos da enzima. A ligagcdo covalente geralmente requer a
realizagdo da ativagdo do suporte para poder gerar grupos reativos que se unirdo a enzima
através de grupos laterais dos residuos de aminoacidos (KOPP, 2014; SILVA, 2012).
Diferentes métodos de ativagdo sdo avaliados, sendo o mais comum a utilizagdo de
glutaraldeido; todavia, outros compostos podem ser utilizados para ativar suportes,
apresentando grupos hidroxila: o glicidol e a carbodiimida.

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo testar diversas metodologias de
imobilizagdo para a produ¢@o de um derivado enzimatico capaz de obter um melhor resultado
na produc¢do de biodiesel e possuir uma alta estabilidade em bateladas sequenciais (reusos).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

A lipase de 7. lanuginosus (TLL, Lipolase 100 L, forma soluvel) foi adquirida da
Novozymes (Espanha). Palmitato de p-nitrofenila (pNPP), p-nitrofenol (PNP) e quitosana (a
partir de cascas de camardo, >75% desacetilada), foram adquiridos a partir de Sigma Aldrich
(St. Louis, EUA). Todos os outros reagentes utilizados eram de grau analitico.

2.2 Métodos

Preparacdo das particulas de quitosana: Quitosana em po6 foi dissolvida em &cido
acético 5% (v/v). Para a retirada do ar da solucdo, esta foi sonicada por 10 minutos. A solugao
foi lentamente gotejada a solucdo coagulante de NaOH 0,1M (1/10) sob agitacdo. Em seguida,
as esferas formadas foram lavadas com agua destilada. As esferas foram submetidas a
diferentes estratégias de imobilizagdo, onde avaliou-se rendimento de imobilizagdo através da
equagao 1.

. . .~ _ (atividade total inicial — atividade total residual)
Rendimento da imobilizacao = atividade fotal inicial x 100 (D

Determinacao da atividade hidrolitica e proteina total: A determinagao da atividade da
lipase foi feito por meio da reagdo de hidrolise utilizando pNPP conforme metodologia
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descrita por Matte et. al (2014). A proteina soluvel foi determinada pelo método de Bradford
(1976) utilizando albumina de soro bovino como padrao de proteina (BSA).

Estratégias: Foram realizadas 6 estratégias de imobilizagdo, testando diferentes tipos
de ativagao. As estratégias estdo demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1 — Estratégias de Imobiliza¢ao

Tipo de imobilizagao

I  Ativacdo com glicidol + imobilizagdo multipontual.

I  Ativacdo com glicidol + imobiliza¢do unipontual.
III  Ativacdo com glicidol + EDA + ativacdo com glutaraldeido + imob. multipontual.
IV Ativagao com glicidol + EDA + ativagdo com glutaraldeido + imob. unipontual.
V  Ativagao com glutaraldeido + imobilizagdo multipontual .
VI  Ativacao com glutaraldeido + imobilizagdo unipontual.

Ativagdo com glicidol: Para a ativagdo das esferas de quitosana utilizando glicidol,
uma quantidade de 100 esferas foram basificadas com 0,476 mL de NaOH 1,7 M. Apos
homogeneizagao, foi adicionado um agente redutor (NaBH,), a frio. O meio basico e a adigao
do agente redutor sdo necessarios para que a reagdo do glicidol com os grupos do suporte seja
iniciada (SILVA, 2007). A adicao de glicidol foi adicionada a uma proporcao de 72 % (v/p)
da massa de suporte inicial, que ficaram em contato sob agitacdo por 18 horas a temperatura
ambiente. Apds esse tempo, as esferas foram lavadas com agua destilada, e adicionou-se o
agente oxidante, NalO, para transformar os grupos gliceril formados em grupos ativos.

Ativagdo com glutaraldeido: Para a ativacao, seguiu-se o método descrito por Klein
(2012), com alteracdes descritas a seguir. Uma quantidade de 100 esferas foi colocada em
contato com 10 mL de uma solugdo de glutaraldeido 5% em tampao pH 10 sob agitag@o por 2
horas a temperatura ambiente. Apds esse tempo, as esferas foram lavadas com agua destilada
para total remocao do glutaraldeido nao ligado.

Reagdo com ligacdo cruzada utilizando etilenodiamina (EDA): Com o intuito de
aumentar a capacidade do suporte de imobilizar enzimas, utilizou-se a EDA. Segundo Silva,
(2007), esta diamina se liga aos grupos aldeidos presentes no suporte apds a ativagao do
suporte, deixando o outro grupo amino disponivel para outro grupo amino da EDA ¢
disponibilizado para a ligagdo de moléculas de glutaraldeido.

Imobiliza¢do da lipase de TLL: Para a imobilizacdo da enzima no suporte, apds a
ativacdo, 100 esferas ficaram em contato sob agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente
com o extrato enzimatico. Para imobilizacdo covalente multipontual, a mistura era composta
por TLL e tampao pH 10,5. Para a imobilizagdo covalente unipontual, a mistura era composta
por TLL e tampao pH 7.

Reagdo de transesterificacdo: Para a determinag¢do da eficiéncia das estratégias de
imobilizacdo, foi utilizado o parametro de producao de biodiesel, a partir da reacao de
transesterificagdo catalisada por lipase. Para esta reacdo, utilizou-se 15 % de derivado
enzimatico, etanol e 6leo de soja na razdo molar 6:1, e terc-butanol como solvente. Estes
ficaram em agitacdo (180 rpm) por 4 horas a 37 °C. As condicdes utilizadas foram baseadas
em trabalhos anteriores (dados ainda nao publicados). Apos esse tempo, uma aliquota de 1
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mL foi misturada com &4gua, e centrifugada. A fase superior, constituida pelo biodiesel foi
analisada em cromatografo gasoso com detector de ioniza¢do de chama (FID) e uma coluna
capilar DB-1, conforme condi¢des descritas por Poppe (2015). A quantidade de FAEE (Fatty
Acid Ethyl Esters) foi calculada utilizando o método de normalizacdo compensada com
padronizagdo interna, com base na norma europeia EN 14103. Ao ser feita a realizagdo de
diversos usos, o derivado enzimatico foi lavado 3 vezes com 10 mL de hexano entre as
reagoes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Iniciou-se as estratégias com carga proteica de 0,3 mg/esfera. Estas foram analisadas
em virtude do rendimento de imobilizacdo e de producao de biodiesel. Como pode ser visto
na Tabela 2, as estratégias I e Il (ativagdo com glicidol) apresentaram um resultado muito
baixo na producao de biodiesel. Apesar da estratégia I ter mostrado um rendimento de
imobilizacdo bem superior em relacdo ao rendimento de imobilizacdo da estratégia II, essa
diferenca pode ter ocorrido em virtude da diferenca de ligacao unipontual (II) e multipontual
(D). O baixo rendimento de biodiesel pode ter sido influenciado pela presenca dos grupos
glioxil resultantes da ativacdo, que além de serem poucos reativos a enzima, podem ter
reagidos entre si tornando-se inativos (SILVA, 2012). Com isso, a agdo catalitica da enzima
foi reduzida, comprometendo a sintese de biodiesel.

Tabela 2 — Rendimento das imobiliza¢des

Rendimento imobilizagdo Rendimento biodiesel
Estratégia 1 63,1 % 2,6 %
Estratégia 11 16,6 % 1,6 %
Estratégia I11 93,2 % 2,9 %
Estratégia IV 94,1 % 3,3%
Estratégia V 90,6 % 4,8 %
Estratégia VI 91,6 % 11,4 %

As imobilizagdes mais eficazes para a produgdo de biodiesel foram as estratégias que
utilizaram somente a ativagdo com glutaraldeido e que apresentam um elevado rendimento de
imobilizacdo. Nessas estratégias, os grupos aldeidos exibiram elevada reatividade, além de
apresentarem alta afinidade com a enzima (ADRIANO et al, 2005). Como as estratégias V e
VI tiveram destaque, aumentou-se a carga enzimatica para 1,3 mg/esfera afim de potencializar
a atividade de sintese. Com essa carga, as estratégias V e VI apresentaram um resultado de
35,7 % e 37,4 % respectivamente na sintese de biodiesel.

A estabilidade operacional destes dois derivados foi avaliada para a escolha do melhor
tipo de ligagdo covalente para a producao de biodiesel. Conforme pode ser visto na Figura 1, a
estratégia V manteve praticamente toda a atividade enzimatica inicial, mesmo ap6s 10 usos,
enquanto que a estratégia VI manteve somente 34 % da atividade inicial na producdo de
biodiesel.
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Figura 1 — Reusos dos Imobilizados da Estratégia V e VI
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Os resultados obtidos demonstram que com os protocolos testados foi possivel obter
um rendimento de 47 % na producdo de biodiesel, o que é um resultado muito satisfatorio
para uma reagao de apenas 4 horas, visto que se tem um estudo com rendimento de 91 % com
a mesma lipase imobilizada em quitosana, mas em 48 h de reagdo (MENDES, 2011).

5. CONCLUSAO

O derivado enzimatico produzido apresentou um excelente resultado para as reagdes
de transesterificacao utilizando o 6leo de soja. A combinagdo da ativagdo com glutaraldeido
das esferas de quitosana juntamente com a imobilizagdo covalente unipontual resultou na
producdo de um derivado enzimatico capaz de fornecer rendimentos mais elevados de
biodiesel. Fatores ligados a estabilidade das enzimas que limitam a utilizagdo desses
biocatalisadores puderam ser superados neste trabalho, uma vez que a estratégia escolhida foi
capaz de manter sua atividade inicial mesmo apos diversos usos. Nesse sentido, os objetivos
propostos neste trabalho puderam ser alcangados, demonstrando que a transesterificacao
enzimatica utilizando enzimas imobilizadas ¢ uma tecnologia promissora para a producdo em
grande escala de biodiesel.
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