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RESUMO

Uma das tendéncias mais prementes da indastria é a utilizacdo de enzimas imobilizadas a
fim de torna-las térmica e operacionalmente estaveis. Diversos processos de imobilizagédo
de enzimas sao utilizados, dentre eles destacam-se o encapsulamento pela técnica sol-
gel, a adsorcéo fisica e a ligacdo covalente. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi
aplicar a lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada por ligacdo covalente em
suporte de silica preparado pela técnica sol-gel na presenca de liquido i6nio prético
hidrofébico (C4 -butirato de N-metilmonoetanolaménio) na transesterificacdo de oOleo de
girassol visando a producéo de ésteres etilicos. Todas as reac¢des foram conduzidas com
60U de enzima/ 1,5g de Oleo e a 40 °C. As variaveis estudadas foram: razdo molar
Oleo:alcool (1:3 — 1:6), adicdo de agua ao meio reacional (0-4 % (m/m)) e percentual de
terc-butanol (0-40 % (v/v)) e foi avaliada a cinética de reacdo no intervalo de 0 a 48 horas.
A condicdo que propiciou o maior rendimento em ésteres etilicos foi: razdo molar
Oleo:etanol 1:3, adicdo de 0,5 % de agua ao meio reacional e presenca de terc-butanol
(10 %), fornecendo 50 % de conversdo. Na melhor condicdo, apés 48 h de reacdo, a
conversao a ésteres etilicos foi de 70 % e verificou-se que 0 sistema permaneceu em
estado estaciondrio até 6 h de reagcdo com conversdo de 39 %. A lipase LTL imobilizada
por ligacdo covalente em suporte preparado na presenca de liquido i6nico hidrofébico
mostrou-se altamente promissora como catalisador na transesterificacdo de Oleo de
girassol com vistas a producéo de biodiesel.

Palavras-chave: Esteres etilicos, Imobilizagéo, Lipase de Themomyces Lanuginosus.

1. INTRODUCAO em comparacdo com as rea¢des quimicas
catalisadas convencionalmente.
As enzimas atuam como

catalisadores biolégicos acelerando as As enzimas, como toda proteina

reacdes quimicas das células vivas
(TORTORA et al.,, 2005). A estrutura
complexa das enzimas possibilita a
mesma caracteristicas vantajosas como
um alto grau de especificidade (BORZANI
et al.,, 2001). Segundo Raita et al. (2010)
a sintese biocatalitica € uma abordagem
promissora e ambientalmente amigavel

natural, sdo constituidas de uma ou mais
cadeias de aminoacidos ligados
covalentemente por meio de ligagbes
peptidicas. A composicao dos
aminoacidos e a sequéncia destes na
cadeia sao caracteristicas particulares de
cada enzima, sendo que, induz uma
conformacdo  tridimensional propria,
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essencial a atividade catalitica. Esta
atividade é exercida pelo sitio ativo, que
pode ser definido como a parte da
estrutura da enzima que atua em contato
direto com a substancia (substrato) a ser
transformada (FABER, 1997).

Dentre as enzimas, as lipases sao
as mais amplamente utilizadas em sintese
organica devido a fatores como a
disponibilidade de grande numero de
preparacoes comerciais, ampla
especificidade e estabilidade
relativamente melhor em meios contendo
solventes organicos (em comparacdo com
outras enzimas) (KAPOOR e GUPTA,
2012).

Lipases catalisam com grande
eficiéncia a alcodlise de Oleos vegetais e
constitui, portanto uma alternativa limpa
para a producao biodiesel,
tradicionalmente obtido por catalise
basica que leva a obtencdo de produtos
com menor grau de pureza, dificuldade na
utilizacdo de etanol no meio reacional,
principalmente o etanol hidratado, e
impossibilidade de reutilizacdo do
catalisador.

A transesterificagdo enzimatica
utiizando lipases tem potencial para
superar 0s problemas da catalise alcalina.
Enzimas ndo formam sables e podem
esterificar os acidos graxos livre, o glicerol
pode ser facilmente recuperado sem
tratamento complexo, o consumo de
energia no processo € mais baixo, ha uma
drastica redugdo na quantidade de
efluentes e as enzimas podem ser
reutilizadas (FJERBAEK; CHRISTENSEN;
NORDDAHL, 2009).

Apesar das vantagens
incontestaveis da utilizacdo de lipases
como catalisadores na industria, sua
aplicacdo préatica esbarra em alguns
obstaculos, destacando-se a intolerancia
a solventes organicos (cruciais para a
solubilizacdo de muitos substratos), baixa
estabilidade  térmica, custos com
purificacdo e, especificamente na
producdo de biodiesel, a lenta cinética da
reacdo. Uma estratégia para contornar
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estes inconvenientes e conferir
estabilidade térmica e a solventes e
reduzir os custos com o biocatalisador é a
imobilizacdo de lipases, o que torna viavel
a recuperagdo do  biocatalisador,
permitindo o0 seu reuso, e O
desenvolvimento de processos que
operem continuamente.

Uma etapa importante para a
obtencéo destes biocatalisadores
imobilizados é a selecdo do suporte e
métodos de imobilizacdo que permitam
obter biocatalisadores ativos e com
elevada estabilidade térmica (MENDES
et al, 2008).

A fim de obter biocatalisadores
imobilizados com maiores atividade e
estabilidade, a literatura relata o uso de
aditivos no processo de imobilizagdo com
intuito de proteger a enzima, evitar a
inativacdo, reter a camada de agua ao
redor do biocatalisador e maximizar os
efeitos dispersantes das moléculas da
enzima e facilitadores de transporte de
massa, podendo ele estar presente ou
ausente no meio de dispersdo (KATO et
al.,, 2011; SOARES et al., 2005; HARA et
al.,2010). Diferentes tipos de aditivos séo
utilizados nas técnicas de imobilizagéo,
como por exemplo: albumina,
ciclodextrina, polietilenoglicol (PEG) e
liquidos i6nicos (LI) com diferentes
familias de cations e anions
(VILLENEUVE et al., 2000; SOARES et
al., 2004 e 2005; HARA et al.,2010; LEE
et al., 2007). Os trabalhos publicados
relativos a utilizacdo de LI em processos
de imobilizagdo, em sua maioria, relatam
rendimento de imobilizacdo acima de 100
% (LEE et al., 2007).

Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi imobilizar a lipase de
Thermomyces lanuginosus (LTL) pelo
método sol-gel na presenca de LIPs por
ligacdo covalente e verificar o potencial de
aplicacdo do biocatalisador obtido na
producdo de ésteres etilicos de Oleo de
girassol, trazendo assim uma alternativa
aos problemas referentes a utilizacdo de
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catalisadores quimicos na obtencdo de
biodiesel.

2. METODOLOGIA

2.1 Sintese da silica obtida pela
sol-gel.

As matrizes para imobilizacdo da
enzima foram preparadas empregando a
metodologia anteriormente estabelecida
por Soares et al. (2005) com algumas
modificacdes conforme descrito a seguir:
a solucéo etandlica, TEOS dissolvido em
alcool etilico absoluto em atmosfera inerte
de nitrogénio, foi lentamente adicionado
acido cloridrico dissolvido em agua ultra
pura  (solucdo  pré-hidrolisante). A
temperatura foi mantida a 35 °C e sob
agitacdo, durante 90 minutos. A etapa
seguinte foi a adicdo da enzima e solucao
hidrolisante, por fim a obtencdo da enzima
imobilizada pelo meétodo de
encapsulamento (EN-C4).

2.2 Imobilizacdo em Matrizes
Hidrofébicas contendo lipase
encapsulada por Ligacdo Covalente
(LC).

A enzima encapsulada na presenca
de LI C4 (EN-C4) foi adicionada uma
sobrecarga de lipase LTL pela técnica de
ligacdo covalente. O procedimento de
ativacdo do suporte foi similar ao descrito
por Soares et al. (1999). A ativagdao do
suporte consistiu  primeiramente em
envolver o suporte por completo com
glutaraldeido 2,5 % preparado em tampao
fosfato de sodio 0,1M (pH=7,0) sob vacuo
por 10 min. Em seguida, o vacuo foi
interrompido e o material transferido para
um béquer, no qual adicionou-se 4,6 mL
de solucédo de glutaraldeido por grama de
EN-C4. A reacdo foi processada a
temperatura ambiente durante uma hora.
Posteriormente, o suporte ativado foi
transferido para um funil de Buckner,
lavado com agua para eliminagcdo do
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excesso de glutaraldeido e mantido sob
vacuo por 30 min para posterior adicdo de
35 mL de heptano sob agitacdo de 10 min.
Posteriormente procedeu-se a etapa da
imobilizacdo, apds esse periodo uma
solugéo contendo LTL livre preparada em
agua MIli-Q (0,3 g de enzima (261,9 U)/10
mL de agua) foi adicionada e mantida sob
agitacdo por um periodo de 3 h. Apos esse
periodo, o mesmo foi conservado a 4 °C
durante 24 h. Na sequéncia procedeu
filtracio a vacuo do biocatalisador,
lavagem com heptano, e 1 h sob vacuo.
LTL imobilizada obtida por sobrecarga de
enzima por ligagdo covalente foi
designada por LC. A partir dessa etapa
segue-se com a avaliagao da atividade da
enzima por meio de hidrolise utilizando-se
0 método descrito por Soares et al.
(1999). A estabilidade operacional do
imobilizado foi também determinada por
hidrolise de azeite de oliva em regime de
bateladas consecutivas. O numero de
ciclos foi processado até que a atividade
inicial fosse reduzida em pelo menos 50
%.

2.2 Reacao de Transesterificacao
Enzimatica de Oleo de Girassol.

As lipases imobilizadas em LC foram
utilizadas como catalisadores em reacoes
de transesterificacdo de 6leo de girassol.
As reacgOes foram conduzidas em frascos
hermeticamente fechados imersos em
banho termostatizado com agitacdo a 150
rom empregando-se etanol e Oleo de
girassol (1,5 g, 1,7 mmol) como fonte de
triglicerideos. Foi investigada a melhor
condigao para transesterificagdo com 12 h
de reacao e biocatalisador imobilizado em
guantidade suficiente para fornecer 60
U/g de O6leo. As variaveis estudadas
foram: razdo molar Oleo:etanol (1:3 a
1:12), adicdo agua (0 a 4 % (m/m) com
respeito & massa de Oleo, adicdo de co-
solvente (5 a 40% (v/v)) e na melhor
condicao, a cinética de reacao (3 a 48 h).

Ao final da reacdo a mistura foi
centrifugada por 2 minutos para
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separacao da enzima. As amostras foram
lavadas por 3 vezes com solugéo
saturada de NaCl para remocao do
glicerol formado. Os ésteres etilicos de
ambas as fases (aquosa e organica)
foram extraidas com hexano. A fase
organica foi tratada com Na,SO, anidro.
Ap0s a evaporacdo do solvente a
quantificacdo dos ésteres foi realizada por
cromatografia gasosa (CG) conforme
norma EN14103.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da sobrecarga nos
biocatalisadores imobilizados.

A sobrecarga de LTL sobre o
método de imobilizagdo por ligacao
covalente (LC) resulta em efeitos distintos
na area superficial quando o processo se
da por encapsulamento. Observa-se na
Tabela 3 uma maior area superficial para
LC (63 m?%g), provavelmente devido a
presenca das moléculas de glutaraldeido
para a formacdo do “braco espacador”
que permitem a ligacdo das moléculas de
lipase, o que constitui uma justificativa
para maior area superficial em LC. E
ainda associando-se a andlise da éarea
superficial a estabilidade operacional,
verificou-se que 0 biocatalisador
imobilizado com maior estabilidade
operacional foi o obtido pelo método de
ligacdo covalente.

Tabela 3: Area superficial do suporte
preparado com o precursor TEOS e LTL
imobilizada.

BI Ciclos | Area superficial (m2/g)
EN 10 13
LC 16 63
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3.3 Producéao de Biodiesel

A partir da selecdo do melhor
método de imobilizacdo da LTL foi
realizada a producdo de ésteres etilicos
por via enzimatica. O biocatalisador
imobilizado selecionado foi LTL
imobilizado por LC em silica.

3.3.1 Variacdo da razdo molar
6leo: alcool.

Como LC apresentou maior
potencial de aplicacdo para a producéo de
ésteres etilicos estudou-se o efeito das
variaveis razao molar oleo:etanol e adicéo
de &gua ao meio reacional na
transesterificagcdo. A maior conversao foi
obtida na razdo molar 6leo:etanol 1:3 (35
%) (tabela 4). A proporcao 6leo:alcool e
conhecida por afetar a velocidade de
reacao e o excesso de alcool pode levar a
desnaturacdo da enzima (ANTCZAK et al
, 2009). Menores conversdes em ésteres
etilicos podem ser consequéncia do
aumento concentracdo de etanol em
sistemas enzimaticos. Em catalise
guimica o alcool em excesso a partir da
razao molar estequiométrica 6leo:etanol é
considerado necessario para assegurar
as taxas de reacdo mais elevadas, mas,
devido & sua baixa solubilidade em
triglicéridos, o etanol nao dissolvido
também pode inibir a etandlise enzimatica
em maiores razdes molares oOleo:etanol
(NOGUEIRA et al, 2010).

Além disso, trabalhos na literatura
apontam gque altas quantidades de alcool
tendem a diminuir a polaridade do meio
inativando a enzima por remoc¢ao da agua
estrutural da enzima (NOURENDDINI et
al., 2005; SALIS, et al., 2005).
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Tabela 4: Efeito da razdo molar na
conversdo a ésteres etilicos utilizando
LTL imobilizada por LC.

Raz&o molar Conversao a
6leo:etanol ésteres etilicos (%)
1:3 34,6
1:4 2,25
1:6 0
1:9 0
1:12 0

3.3.2 Adicdo de agua ao meio
reacional

A 4gua no meio reacional é
conhecida por influenciar fortemente a
velocidade de transesterificacdo de 0leos
vegetais (KAIEDA et al.,, 2001). Neste
estudo quantidades conhecidas de agua
(0-4%) foram adicionados ao sistema a
fim de determinar a melhor quantidade de
agua a ser adicionado ao sistema. A
converséo a ésteres etilicos foi
aumentada para 49 % com a adicdo de
0,5 % de é&gua ao meio reacional
utilizando razdo molar oOleo:etanol 1:3, 40
°C e 12 h de reacao. (Figura 3).

N
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VARAGAODEAGLA ( %)

Figura 3: Conversdo de ésteres etilicos
catalisada por lipase a 40°C: variacdo da
guantidade de &gua adicionada ao
sistema reacional. Raz&o molar 1:3.

A presenca de agua favorece a
abertura da chamada “tampa” composta
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pela triade catalitica que compde o sitio
ativo, o0 que possibilita a ativacdo da
lipase na interface 6leo/agua, viabilizando
a reagcdo, ou seja, a agua atua na
manutencdo da conformagédo ativa da
enzima, entretanto, o aumento da adicao
de agua pode estimular a reagdo de
hidrolise do substrato, competindo com a
reacao de transesterificagao e
minimizando  consideravelmente  sua
atividade (NOUREDDINI et. al., 2005).

3.3.3 Adicdo de Terc-butanol como co-
solvente ao meio reacional.

Nas melhores condicdes
reacionais, avaliou-se o0 efeito da
presenca de terc-butanol ao sistema.
Valores similares de 5 - 40 % (v/v). O
perfil de conversdo de ésteres pode ser
observado na figura 4. As conversdes
maximas dos ésteres etilicos na auséncia
e presenca de terc-butanol foram
similares, cerca de 49 e de 53,5 %,
respectivamente. A adicdo de maiores
concentracdes de co-solventes implica em
decréscimo do rendimento a ésteres,
possivelmente devido a influéncia
negativa da inativacdo causada pelo
excesso do co-solvente, e também por se
reduzir a sua atuacdo catalitica das
células integras imobilizadas. (ANDRADE
G.S.S, 2012).

60 —
50 —

40 -

Converséo (%)
—a—

30

T T T T T
o 10 20 30 40
Terc-burtanol (%)

Figura 4: Conversdo de ésteres etilicos
catalisada por lipase em funcéo da variacao
da concentracdo de co-solvente. Razéo
molar dleo:etanol 1:3, 0,5% de agua, 40°C.
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3.4 Cinética de reacao

Neste estudo adotou-se a melhor
condicdo experimental. O rendimento em
ésteres etilicos foi monitorado de 3 a 48
horas. O perfil cinético de conversdo a
ésteres pode ser observado na figura 5
com maxima conversao de cerca de 70 %
apos 48 h de reacéao.

Conversdo (%)

0 10 20 30 40 50

C nética ce Reacdo (h)

Figura 5: Cinética de conversdo a
ésteres etilicos a 40 °C utilizando lipase
imobilizada por LC: razdo molar
Oleo:etanol 1:3, 0,5% de adicdo em agua,
10 % de co-solvente.

4. CONCLUSOES

Dentre as variaveis estudadas a
razdo molar (1:3), adigdo de agua (0,5 %),
presenca de co-solvente (10 %) e
temperatura de 40 °C foi considerada
Otima para sintese de ésteres etilicos de
Oleo de girassol catalisada por lipase LTL
imobilizada em suporte preparado na
presenca de liquido idnico protico (butirato
de N-metilmonoetanolaménio). Obteve-se
até o momento 70 % de ésteres etilicos
apos 48 h de reacdo. Estudos adicionais
estdo em andamento com intuito de
alcancar 100 % de rendimento em ésteres
etilicos por esta via biotecnoldgica.
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