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RESUMO

FERREIRA, T. C. da C. Nanoparticulas Magnéticas de Cobalto na Imobilizagdo de
Lipases. 2019. 57 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Licenciatura em Quimica),
Universidade Tecnologica Federal do Parana. Apucarana, 2019.

Catalisadores biologicos, como as lipases, tém surgido como alternativa aos
catalisadores quimicos devido a atual preocupagédo na protegcdo do meio ambiente.
As lipases tém ganhado destaque nos estudos cataliticos, por serem versateis e
atuarem em diversas reagdes como hidrélise e sintese. Sua capacidade de
converter Oleo vegetal em ésteres metilicos ou outro éster de alcool de cadeia curta
em uma unica reacdo de transesterificacdo, combinada com a necessidade de
producao de biocombustiveis, tem chamado a atengdo para seu uso na producgao de
biodiesel. Entretanto, sua aplicacdo é desfavorecida pelos altos custos. Algumas
alternativas para a reducdo de custo sdo o uso de residuos agroindustriais, para
produgao desta enzima, além de imobiliza-la em um suporte de baixo custo, que
permita facil recuperacdo e dé maior estabilidade a enzima, quando comparado com
a forma livre. Pensando nisso, este trabalho teve como objetivo testar a eficiéncia de
nanoparticulas magnéticas de cobalto, com e sem celite, como suporte para a
imobilizacdo de lipases por meio de planejamentos fatoriais e utilizar o
biocatalisador obtido na reacdo de hidroesterificacdo para producido de biodiesel.
Neste trabalho, a lipase utilizada foi produzida pelo fungo Botryosphaeria ribis EC-
01, por fermentacdo submersa, em meios contendo torta de soja e glicerol como
substrato em condigdo otimizada previamente. As enzimas produzidas foram
imobilizadas nos suportes por adsor¢do. Os suportes com nanoparticulas
magneéticas de cobalto foram produzidos de forma eficiente, comprovados pela
notavel capacidade magnética. Altas atividades de lipase foram obtidas em ambos
0s suportes e a maxima (1527 U/gnps+ce) prevista pelo modelo pode ser alcangada
utilizando a temperatura de 34 °C e tempo de 27 minutos. As analises morfologicas
do material sugerem que as enzimas imobilizadas se organizam em aglomerados,
interagindo principalmente com as nanoparticulas. As anadlises de infravermelho
demostraram as bandas caracteristicas do material celite e da enzima, evidenciando
que a enzima foi imobilizada. O biocatalisador produzido a partir de nanoparticulas
de cobalto sem celite proporcionou a melhor conversdo em ésteres (20%),
evidenciada também pelo ensaio de indice de acidez. Os resultados obtidos neste
trabalho provaram que as nanoparticulas magnéticas de cobalto com e sem celite
sao suportes eficazes para a imobilizacado de lipases, constituindo um biocatalisador
de facil recuperagao e capazes de hidroesterificar matérias graxas para producao de
ésteres de acidos graxos. Estudos futuros serdo empregados para aumentar a taxa
de coversao.

Palavras-chave: Celite. Adsorgao. Hidroesterificagao. Botryosphaeria ribis EC-01.



ABSTRACT

FERREIRA, T. C. da C. Nanoparticulas Magnéticas de Cobalto na Imobilizagdo de
Lipases. 2019. 57 f. Cobalt Magnetic Nanoparticles in Lipase Immobilization.
(Chemistry Graduation), Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Apucarana,
2019.

Biological catalysts, such as lipases, have emerged as an alternative to chemical
catalysts due to the current concern for environmental protection. Lipases have
gained prominence in catalytic studies because they are versatile and act in various
reactions such as hydrolysis and synthesis. Its ability to convert vegetable oil to
methyl esters or another short-chain alcohol ester in a single transesterification
reaction, combined with the need for biofuel production, has drawn attention to its
use in biodiesel production. However, its application is disadvantaged by the high
costs. Some alternatives for cost reduction are the use of agroindustrial residues for
the production of this enzyme, besides immobilizing it in a low cost support that
allows easy recovery and gives greater stability to the enzyme when compared to the
free form. With this in mind, this work aimed to test the efficiency of cobalt magnetic
nanoparticles, with and without celite, as support for lipase immobilization through
factorial design and to use the biocatalyst obtained in the hydroesterification reaction
for biodiesel production. In this work, the lipase used was produced by the
Botryosphaeria ribis EC-01 fungus by submerged fermentation in media containing
soybean cake and glycerol as substrate in previously optimized condition. The
enzymes produced were immobilized on the supports by adsorption. Supports with
cobalt magnetic nanoparticles were produced efficiently, proven by their remarkable
magnetic capacity. High lipase activities were obtained on both supports and the
maximum (1527 U / gNPS + EC) predicted by the model can be achieved using a
temperature of 34 °C and a time of 27 minutes. The morphological analyzes of the
material suggest that the immobilized enzymes are organized in clusters, interacting
mainly with the nanoparticles. Infrared analyzes showed the characteristic bands of
celite material and enzyme, showing that the enzyme was immobilized. The
biocatalyst made from celite-free cobalt nanoparticles provided the best conversion
to esters (20%), also evidenced by the acidity index test. The results obtained in this
work proved that the cobalt magnetic nanoparticles with and without celite are
effective supports for the immobilization of lipases, constituting a biocatalyst that is
easy to recover and capable of hydroesterifying fatty materials for the production of
fatty acid esters. Future studies will be employed to increase the cover rate.

Keywords: Celite. Adsorption. Hydroesterification. Botryosphaeria ribis EC-01.
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1 INTRODUGCAO

As enzimas sao catalisadores bioldgicos de alta versatilidade podendo atuar
em diferentes faixas de pH, além de serem estaveis a altas temperaturas. O uso de
enzimas para substituir os catalisadores quimicos possui vantagens como
biodegradabilidade, condigdes moderadas de reacdo, alta especificidade e
eficiéncia, com menor geragédo de produtos indesejaveis, entre outros. No entanto,
sua aplicagao industrial € limitada, sobretudo por seus custos, que inviabilizam a
competicdo com a producao quimica, otimizada e amplamente utilizada.

Sendo assim, a utilizagdo de residuos industriais muito produzidos em
paises como o Brasil, como os 6leos e as tortas vegetais, sdo uma alternativa eficaz
para reducao dos custos da produgao de enzimas, pois esses substratos, além de
baratos, constituem excelentes fontes de proteinas e carboidratos (ANDRADE,
2013).

Fungos do género Botryosphaeria secretam diferentes enzimas como
lipases, lacases, pectinases, beta-1,3-glucanases, celulases, xilanases, amilases e
inulinases (CUNHA et al.,, 2003). Botryosphaeria ribis EC-01 foi previamente
selecionado como bom produtor de lipases entre nove isolados de Botryosphaeria
spp. quando cultivado em diferentes 6leos vegetais e glicerol por fermentagao
submersa (MESSIAS et al., 2009).

As lipases sédo enzimas que se destacam entre as hidrolases devido as suas
multiplas aplicagdes por sua capacidade de catalisar reacbées como,
transesterificagdo, amindlises, entre outras. Estas enzimas sdo amplamente
distribuidas em plantas, animais e microrganismos, sendo utilizadas nas industrias
de detergentes, medicamentos, alimentos (panificacdo, queijos, chas), téxteis, polpa
e papel, curtumes, cosméticos, biodiesel, biossensores e, também, no tratamento de
efluentes (SHARMA et al., 2011).

As aplicagdes das enzimas podem ser melhoradas quando imobilizadas,
podendo conferir-lhes maior estabilidade e resisténcia, além de preservar a atividade
da enzima por varios ciclos cataliticos. (MATEO et al., 2007).

Enzimas imobilizadas em nanoparticulas magnéticas apresentam facilidade

de recuperacao e reutilizagdo, podendo ser usadas em sistemas continuos. Além
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disso, a utilizacdo deste suporte permite a recuperacao do catalisador por aplicagao
de campo magnético.

Desta forma, este projeto teve como objetivo produzir nanoparticulas
magnéticas de tetréxido de cobalto (Co30,4) e utiliza-las como como suporte para a

imobilizagao de lipases.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um biocatalisador a partir de lipases imobilizadas em

nanoparticulas magnéticas de cobalto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

VI.
VII.

Produzir lipases por fermentacdo submersa em condigao previamente
otimizada;

Sintetizar nanoparticulas magnéticas de cobalto;

Incorporar celite nas nanoparticulas magnéticas de cobalto;

Imobilizar lipase em nanoparticulas magnéticas de cobalto com e sem
celite de acordo com planejamentos fatoriais (22);

Caracterizar as nanoparticulas obtidas antes e apds a imobilizagao;
Determinar a atividade enzimatica antes e apds imobilizagao;

Aplicar a enzima imobilizada na melhor condicdo em reagao de

hidroesterificacio.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 LIPASES

Lipase € o nome dado a um grupo de enzimas que fazem parte da classe
das hidrolases, que atuam em ligagdes éster e sdo definidas como glicerol éster
hidrolases (E.C. 3.1.1.3), pois hidrolisam acilglicerdis de cadeia longa (Figura 1),
constituida por mais de 10 atomos de carbono, em diacilgliceréis, monoacilglicerdis,
acidos graxos e glicerol (JAEGER; REETZ, 1998).

Figura 1 - Reagao de hidrélise catalisada pelas lipases

O)é‘,\/\/\/\ OH 0
Iipase M
O)CJ)\A/\/\ + 3 H,O — oH + 3

HO

Triacilglicerol Glicerol Acidos graxos

Fonte: Jaeger e Reetz (1998)

As lipases se destacam em aplicagdes biotecnoldgicas por sua versatilidade
de reacgdes de hidrdlise, esterificagdo, transesterificagédo (interesterificagao, alcéolise
e acidolise), amindlises (sintese de amidas) e lactonizagdo (esterificagéo
intramolecular), conforme a Figura 2, sendo que a fracdo de agua no meio reacional
€ um fator determinante para o equilibrio da reagdo, no sentido da sintese ou da
hidrélise (SHARMA et al., 2001).



16

Figura 2 — Reacgbes catalisadas por lipases
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Fonte: PAQUES e MACEDO (2006)

Estas enzimas atuam em ampla faixa de pH, sdo estaveis a altas
temperaturas; possuem elevada especificidade e propriedades de régio, quimio e

enantiosseletividade, o que as tornam aplicaveis a diversos processos industriais.
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3.2 PRODUCAO E APLICACAO DE LIPASES

As principais fontes de obtencdo de lipase sdo 0s microorganismos,
podendo, também, ser produzidas por eucariotos superiores (plantas e animais) e
procariotos (bactérias e actinomicetos). Dentre os fungos produtores de lipases
destacam-se os géneros Rhizopus, Mucor, Aspergillus, Penicillium, Geotrichum,
Humicola e Candida (GHOSH et. al., 1996).

Nove isolados do género Bofryosphaeria foram cultivados em meios
separados contendo diferentes Oleos vegetais e glicerol em condigbes de
fermentacdo submersa, para selecionar os melhores produtores de lacase e lipase,
onde se destacaram respectivamente B. rhodina MAMB-05 e B. ribis EC-01
(MESSIAS et al., 2009).

As lipases microbrianas podem ser obtidas por fermentagcdo submersa
(FSub), que esta associada ao crescimento microbiano e as variagbes de
composic¢ao e condigdes de cultivo, como pH, temperatura, agitagao, entre outros;
ou fermentacdo em estado sélido (FES), utilizando substratos insoluveis, que
apresentam baixas porcentagens de agua em sua composi¢do (MESSIAS et. al.,
2011).

Os residuos agroindustriais sao excelentes fontes de nutrientes para o
cultivo de microorganismos, e, quando utilizados como matérias-primas para a
producdo de lipases, além de auxiliar na reciclagem desses residuos, geram
também uma diminuicdo no custo final de produgédo destas enzimas (BARBOSA et
al., 2011; ANDRADE et al., 2013).

Em estudos anteriores verificou-se que o fungo B. ribis EC-01 produz altos
niveis de lipase em fermentagdo submersa, quando cultivado somente em farelo de
soja e presencga de agua destilada, entretanto, Andrade et. al. (2013, 2014) verificou
que a adigao de glicerol ao meio de cultivo, aumenta significativamente a atividade
da lipase por esse isolado fungico, demonstrando uma alternativa sustentavel para a
produgao dessas enzimas.

Em virtude das inumeras reacbdes que as lipases podem catalisar, elas
apresentam grande faixa de atuagdo, sendo aplicadas em diversas areas da

industria. No Quadro 1 temos alguns exemplos de aplicagdes industriais de lipases.



Quadro 1 - Aplicagdes industriais de lipases

Industria

Aplicagéao

Industria de alimentos

Modificagdo de 6leos e gorduras; desenvolvimento de sabores,
amadurecimento de queijos e EMC ((Enzyme Modified

Cheeses).

Molhos e condimentos

Melhoria na qualidade de maioneses e molhos.

Processamento de

carnes

Desenvolvimento de sabor e redugao no conteudo de gorduras

Oleos e gorduras

Manteiga de cacau, margarina, acidos graxos, glicerol, mono e

diglicerideos.

Quimica fina

Sintese de ésteres e resolugdo de racematos.

Detergentes

Adicionada a detergentes pela sua capacidade de hidrélise de

gorduras/lipideos.

Setor médico

Aucxiliares de digestao; produ¢do de medicamentos.

Biossensores

Determinacao de lipideos no sangue.

Biorremediagao

Tratamento de aguas residuais; degradacao de 6leo em
ambientes costeiros; processamento enzimatico de 6leos

industriais.

Couro

Operam na imerséo, depilagéo, escovagao e

desengorduramento na fabricagdo de couro.

Tratamento de residuos

Decomposigao de lipideos de efluentes.

Cosmeéticos e perfumaria

Lipases utilizadas em cuidados pessoais como: limpeza,
suavizagao, aroma e coloragao, por apresentarem atividade

como surfactante e producao de fragrancias.

Industria de papel e

celulose

Remocéo da fragao lipidica da madeira que interfere na
elaboragao da polpa de papel; remog¢ao de manchas lipidicas
durante a reciclagem de papel; evitar a formagédo de materiais

pegajosos.

Producéo de biodiesel

Grupo de ésteres formados por reagdes de transesterificagao

entre acidos graxos e um alcool na presenga do biocatalisador.

Fonte: Mehta, et al (2017); Sharma et al (2016).
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O biodiesel é uma alternativa ecoldgica e renovavel ao diesel de petréleo,
uma vez que reduz a emissdo de gases, como o diéxido e mondxido de carbono. E
composto por monoésteres de acidos graxos nao toxicos e biodegradaveis, podendo
ser gerado a partir de matéria-prima sustentavel, como 6leos vegetais.

As reagdes de hidroesterificacdo de gorduras vegetais e animais podem ser
realizadas por catalisadores quimicos. Industrialmente, a obtencdo do biodiesel a
partir de 6leo vegetal se da por reagdes de alcodlise, com o uso de metanol e
catalisadores homogéneos (acido ou basico). O uso desse método produz altos
rendimentos, no entanto, o metanol € um reagente fossil derivado do petréleo, além
disso, os catalisadores homogéneos necessitam de diversas etapas de purificagéo,
tornando o método agressivo ao meio ambiente. Nesse sentido, o uso de
catalisadores heterogéneos constitui uma opgao tecnologica vantajosa, pois é de
facil separacédo do meio reacional, gera poucos problemas com rejeitos, € de facil
manuseio e possui possibilidade de reutilizacdo, além da reducdo de custos e
etapas de purificagdo do produto final. Assim, o emprego de lipases imobilizadas e
de baixo custo, como catalisadores bioldgicos tém crescido nesse ramo, devido a
sua capacidade de catalise em diversas reagcdes quimicas e por ser um material
biodegradavel (JEGANNATHAN et al., 2008; CRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE,
2014; TAHER; AL-ZUHAIR, 2019)

Em estudos anteriores a lipase produzida por B. ribis EC-01 apresentou boa
estabilidade térmica e alta afinidade para ésteres de acidos graxos de cadeia longa,
propriedades estas que tornam atrativa para utilizacdo na producdo de biodiesel
(ANDRADE, 2013).

3.3 IMOBILIZACAO DE LIPASES

O wuso de enzimas, principalmente as lipases, esta crescendo
consideravelmente devido as suas propriedades atrativas e reagdes que sao
capazes de catalisar. No entanto, a aplicacdo de enzimas em sua forma livre é
dificultada pela frequente desnaturagao e inativagao durante o processo reacional,
além da dificuldade de recuperacgao e reciclagem deste biocatalisador.

Com isso, novas técnicas de imobilizagcdo tém sido estudadas a fim de

resolver este problema, uma vez em que a enzima imobilizada apresenta maior
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estabilidade, facil recuperacao e reutilizacdo, além de nao perder sua atividade
durante o processo reacional.

A imobilizacdo pode ocorrer por varios métodos, que sao definidos
baseando-se em mecanismos fisicos e quimicos, sendo que 0s mais comuns sao
adsorcdo e ligagdo covalente - ou ligacdo cruzada. A Figura 3 apresenta
esquematicamente alguns dos métodos e técnicas utilizados para imobilizagdo
enzimatica (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Figura 3 — Métodos de imobilizagcdo de enzimas

Métodos para Imobilizagio de Enzimas
]

Encapsulacio Ligagio
| I Por ligagio
Em matriz Em membrana Por adsorcio Covalente
(fisica ou i6nica) I
JLILIL
Jael | | 0 L
] [ Microcdpsulas  Entre membranas @®= No suporte Por ligagdo cruzada

entre a enzima

macroscopicas
LR ;z""‘\ P (= e 0 suporte
#230)! ! B
4 ;" @06
S | | ol

Fonte: DALLA-VECCHIA et al. (2004)

Na imobilizagdo por adsorgdo a enzima se liga ao suporte por ligagdes de
baixa energia, como interagbes de Van der Waals - ou hidrofébicas, ligagdes de
hidrogénio e idnicas.

Além da escolha da metodologia, a escolha do suporte € de suma
importancia para o sucesso da imobilizagdo. Para tal, varios materiais podem ser
usados, como polietileno, polipropileno, celite, resina sintética, celulose, particulas e
nanoparticulas magnéticas, entre outros. A escolha do suporte depende de suas
propriedades, como forga mecanica, estabilidade fisica e quimica, carater
hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsor¢do de enzima e custo. E preferivel a
utilizacao de suportes hidrofébicos, uma vez que tendem a uma baixa competigao
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entre a lipase e a agua pelo suporte, proporcionando assim bons resultados de
imobilizagdo (SCHERER et al., 2011).

O Celite € um material quimicamente inerte e impermeavel, composto
basicamente por silica (SiO;), também chamado de terra diatomacea, proveniente
de carapacgas de animais marinhos como algas microscopicas (SOUZA et al., 2003),
€ muito utilizado para adsor¢cdo de enzimas por apresentar alta porosidade e ser de
baixo custo (SOUMANOU; BORNSCHEUER, 2003; SHA; GUPTA, 2007) .

Além da escolha do suporte, os fatores pH, temperatura, tempo de contato e
agentes funcionalizantes também podem interferir no rendimento da imobilizagao de
lipases. A metodologia de superficie de resposta (MSR) é uma ferramenta estatistica
que auxilia na escolha das melhores condigdes a serem utilizadas. Essa € uma
técnica baseada no uso de planejamentos fatorias apresentando duas etapas
distinas, a modelagem e o deslocamento, visando a obtengdo de um modelo que
represente a maxima resposta de interesse (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2007). Esta metodologia ajuda na identificagdo de efeitos e interagdes de diferentes
variaveis envolvidas no processo, como redugdo dos experimentos, e, com isso,
reducdo de custos. Essa ferramenta tem sido amplamente utilizada na imobilizagao
de enzimas a fim de investigar diferentes condigdes para a otimizag&o da atividade e
estabilidade de enzimas imobilizadas (CHANG et al., 2007).

As nanoparticulas magnéticas tém chamado a atencdo como suporte para
imobilizacdo de lipases (BILAL et al., 2018). O suporte mais utilizado é a magnetita
(FesOs), que geralmente é ativada com algum agente quimico, e a imobilizagao se
da por ligagéo covalente. O Quadro 2 apresenta alguns estudos com esses materiais
utilizados como suportes para imobilizar lipases, bem como as metodologias e

condic¢des utilizadas.
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Quadro 2 - Suportes e métodos utilizados para imobilizagao de Lipases

Agente Método de
Suporte . . - Condicdes Referéncia
Funcionalizante Imobilizagao
) 2,4,6 e 24 horas, 150 Tavares et. al.,
Fe;04 Adsorcao fisica
rom, 25 °C 2013
Fe3O4

funcionalizado

com amino

APTES

Ligagéo covalente

2-5 horas, 1100 rpm,
25°C

Pashangeh et. al.,
2017

Nanoparticulas

Glutaraldeido

Ligagao covalente

Agitacao vigorosa,

variadas quantidades

Mahmoud, 2016

magnéticas de lipase, temperatura
e tempo de reagao.

, Sarno et. al.,

Fes;0, Acido Citrico 3 horas, 200 rpm, 4 °C
2017
APTES e

Fes;04 1 hora, 20-250 rpm Costa et. al., 2014

Glutaraldeido

Lauril Sulfato de

Fe;O04 24 horas, 600 rpm, Bork et. al., 2014

Saddio

Fonte: Proprio autor

A principal vantagem do uso de nanoparticulas magnéticas como suporte

para imobilizacdo de enzimas é facilidade de recuperacao do biocatalisador do meio

reacional, além disso destacam-se caracteristicas, como a grande area superficial,

mobilidade e alta transferéncia de massa (BILAL et al., 2018).

3.4 NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Nanoparticulas magnéticas (NPMS) sdo compostos formados por atomos ou

moléculas que apresentam resposta a um campo magneético e possuem um

tamanho bastante reduzido, entre 1 a 100 nm. Sua composi¢céo pode ser originada

por diferentes elementos magnéticos como o ferro, cobalto, manganés, cobre e seus

respectivos oxidos, além de outros metais de transi¢gdo. Sendo uma de suas grandes

vantagens a facilidade de manipulacdo por meio de um campo magnético externo
(GUBIN, 2009).

Tais metais podem adotar diferentes estados de oxidagédo e configuragdes

eletrénicas

(Fe**/Fe*,

Co**/Co*,

Mn®**/Mn**,

cu?/cu®),

manifestando a
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possibilidade de deslocalizagao eletrbnica sobre a estrutura metal-oxigénio, quando
as nanoparticulas magnéticas possuem natureza de Oxidos. Os Oxidos desses
elementos podem ser obtidos através de diversos métodos, como: coprecipitagao
quimica, métodos fisicos, sol-gel, hidrotérmica, métodos microbianos nos quais o0s
NPMS se formam em um processo de biomineralizacdo, método mecano-quimico,
dentre outros (MAKHLOUF et al., 2013; MEDINA et al., 2019).

As NPMs apresentam grande area superficial, logo, possuem alta energia
superficial, e sao consideradas superparamagnéticas, dependendo do acoplamento
magneético entre os centro metalicos. As interagdes dipolo magnético e dipolo-campo
magnético podem gerar aglomerados em escala micro, diminuindo sua area
superficial. Com o revestimento adequado, as NPMS nao sofrem aglomeragao e
podem ser dispersas em diferentes solugdes, o que permite sua aplicacédo sem a
formacao de agregados. Os métodos de revestimento mais utilizados sao: in situ,
adsorgao pos-sintese ou enxerto pos-sintese (MOHAMMED et al., 2017).

As NPMS tém despertado interesse nos ramos da fisica, quimica, medicina,
materiais e meio ambiente, devido as suas multiplas aplicagbes e reagdes
cataliticas. Estas aplicagcdes dependem das modificacbes em sua superficie com
compostos que contenham grupos funcionais capazes de interagir com os analitos,
farmacos, toxinas ou poluentes.

Entre as aplicagdes descritas até o momento, podemos destacar a produgao
de biossensores magnéticos, diagnosticos meédicos, catalise, bioprocessos e
remediagdo ambiental (remocdo de metais toxicos dos meios aquosos). Suas
aplicagbes dependem muitas vezes do uso de campos magnéticos que manipulam
suas propriedades, decorrente da efetividade do momento magnético das particulas
e do gradiente do campo

Suportes magnéticos foram aplicados para imobilizar enzimas pela primeira
vez em 1973 e atualmente tém sido amplamente utilizados para este fim. Enzimas
imobilizadas em suportes magnéticos podem ser mais facilmente recuperadas de
um meio reacional através da aplicagdo de um campo magnético externo. Além da
reducdo dos custos operacionais, sendo reutilizadas em variados processos sem
perder sua capacidade magnética.

As vantagens do uso de nanoparticulas magnéticas como suporte para a

imobilizacéo sio:
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e Facilidade de extracao do meio reacional;

e Facil obtencéo, dependendo do método utilizado na sintese;

e Possivel funcionalizagcado da superficie;

¢ Resisténcia a altas temperaturas;

e As nanoestruras dao estabilidade as enzimas;

e Reciclavel.

A nanoparticula mais utilizada para fins de imobilizagdo é a magnetita

(FesOs), que apresenta uma estrutura cristalina, formada por um spinel invertido,
onde Fe* ocupam espacos tetraédricos e centros de ferro (li/1I1) alternados em

centros octaédricos.
3.4.1 Oxido de Cobalto

O cobalto apresenta dois estados principais de oxidacao: + |l e + Ill. Estas
valéncias permitem a formacao dos seguintes 6xidos: CoO, C0,03 € 0 Co304. O
tetradxido de tricobalto (Co304) € 0 mais comum entre os 6xidos e apresenta
estrutura cristalina tipo espinélio, AB,O4 baseada em uma estrutura cubica fechada
de ions 6xidos, onde os ions Co*? ocupam os 8 sitios tetraédricos 8 A e os ions Co™
ocupam os sitios octaédricos 16 B.

O Co304 possui propriedades magnéticas assim como a magnetita pelo fato
de suas estruturas cristalinas serem identicas e possuirem os estados de oxidacao

+lI e +1ll em sitios octaédricos e tetraédricos, como observado na Figura 4.
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Figura 4 - Estrutura espinélio para o Co304 onde as valéncias Co?" e Co** ocupam
intersticios tetraédricos e octaédricos respectivamente e o O%" ocupa os vértices e

as faces da estrutura cubica.

& Co=
@ Co
« 0=

Fonte: Adptado de MEDINA (2017)

Suas estruturas idénticas permitem comparagbes, no entanto, as
nanoparticulas magnéticas de cobalto (Co3;04) sdo mais estaveis em condigdes
ambientes, na contramado da magnetita, Fe3O4, que sao instaveis e se oxidam

facilmente em meio acido ou em contato com o ar.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

A torta de soja utilizada foi gentiimente doada pela Imcopa (Cambé-PR,
Brasil).

O Celite 345°, utilizado como suporte e o palmitato de p-nitrofenila, utilizado
como substrato para a atividade hidrolitica de lipase, foram adquiridos de Sigma-
Aldrich (EUA).

As nanoparticulas foram sintetizadas utilizando borohidreto de soédio P.S.
(NaBH4) adquirido de Sigma-Aldrich e cloreto de cobalto (II) P.A. (CoCl,6H,0)
(OSO) adquirido de Dinamica.

Para as reagdes de hidrolise foram utilizados 6leo de soja e entrada da trans
da empresa BSBIOS.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.1.1 Meios de Cultivo

Os meios de cultivo utilizados no decorrer deste trabalho foram o meio BDA
(Tabela 1) e meio VGA (Tabela 2) que utiliza em sua composicdo o meio minimo de

sais de Vogel (1956) (Tabela 3), como descrito a seguir:

Tabela 1 - Meio BDA (Batata Dextrose Agar)

Batata 209
Dextrose 29
Agar 15g
Agua destilada gsp 100 mL

Fonte: Préprio autor (2019)

Tabela 2 - Meio VGA (Vogel, Glucose e Agar)

Meio minimo de sais de Vogel 2mL
Glucose 19
Agar 29
Agua destilada gsp 100 mL

Fonte: Préoprio autor (2019)
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Tabela 3 - Meio minimo de sais de Vogel concentrado 50 vezes

Solugao de elementos-tragos
Citrato de sédio. 5%2.H,0 150 g | Acido citrico.1.H,0 59
KH,PO, anidro 250 g | ZnS0,4.7.H,0 59
NH4NO; anidro 100 g | Fe(NH,4),.6H20 19
MgSQ,.7.H,0O 10 g | CuS0,4.5.H,0 0,25¢g
CaCl,.2.H,O 59 | MnSQO4.1.H,O 0,05¢g
Solugéo de elementos-tragos 5 mL | H3BO;3 anidro 0,05¢g
Solugéo de biotina 0,1 mg/mL 2,5mL | NaM0Q,.2.H,0 0,059
Agua destilada gsp. 1000 mL | Agua destilada gsp. 100 mL

Fonte: Proprio autor (2019)

4.2 METODOS

4.2 .1 Producédo de inoculo e obtencéo de lipases

O micro-organismo utilizado foi o Botryosphaeria ribis EC-01 (GenBank
Accession Number DQ852308), mantido em BDA inclinado a 4 °C + 2 °C e repicado
trimestralmente. B. ribis EC-01 foi transferido do meio de manutencao para placas
de Petri contendo meio minimo de sais de Vogel (VOGEL, 1956), glucose 1 % (m/v)
e agar 2 % (m/v) que foram incubadas a 28 + 2 °C por 5 dias (Figura 5).

Apos o tempo de crescimento, quatro esferas de 0,7 cm de diametro foram
cortadas e usadas para inocular frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de
meio composto por 2,4% de torta de soja (m/v) e 4,5 % de glicerol (v/v). Os cultivos
foram mantidos sob agitagdo, em shaker (180 rpm) por 5 dias a 28 + 2°C, e
interrompidos por centrifugagdo (5000 rpm/15 min). Os extratos brutos livres de
células foram tratados com (NH4),SO4, dialisados com agua deionizada e

armazenados a 4°C e para serem utilizados como fonte de lipases.
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Figura 5 - Botryosphaeria ribis EC-01 crescido em VGA apds 5 dias de cultivo a
2812 °C

Fonte: Préprio autor (2019)

4.2.2 Determinagao da atividade de lipase livre e imobilizada

A atividade da lipase livre e imobilizada foi determinada utilizando palmitato
de p-nitrofenila (bNPP) como substrato (WINKLER; STUKMANN, 1979), baseado na
hidrolise do pNPP, em meio aquoso, contendo Triton X-100 como surfactante. A
liberagao p-nitrofenol pela agao da lipase é quantificada por meio da absorvancia da
coloragcdo amarela no comprimento de onda de 410 nm.

A reacéo foi conduzida em tampéao fosfato de sédio 0,05 M (pH 8) a 55 °C
por 2 minutos (MESSIAS et al., 2009). O coeficiente de extingdo molar para o pNP
(1,5><104 M cm'1) foi utilizado para correlacionar a concentragao do produto com a
absorbancia obtida na leitura a 410 nm. Uma unidade de atividade de lipase foi
definida como 1 umol de pNP (pnitrofenol), liberado por minuto por mL da solu¢do da
enzima.

O procedimento e o calculo utilizado para a determinagao da atividade estao
descritos abaixo:

e Solugéo A: palmitato de p-nitrofenila (ou outros ésteres de p-nitrofenila)
em isopropanol, em uma concentracéo de 3,0 mg.mL™";

e Solugdo B: 2 g de Triton X-100 dissolvidos em 450 mL de tampao
fosfato 0,05 M, pH 8,0.
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1mL da solugéo A foi adicionada em 10 mL da solugé&o B. A mistura reativa
foi produzida, imediatamente a determinagcdo da atividade, considerando que o
substrato € instavel. Em banho termostatizado na temperatura étima de 55 °C para a
atividade da lipase, 0,9 mL da mistura foi adicionado em tubo de ensaio e em
seguida, 0,1 mL do extrato enzimatico também foi adicionado. Para o controle da
reagdo foi utilizado 0,1 mL de agua destilada, no lugar do extrato enzimatico.
Decorrido dois minutos de reacao, a leitura da atividade foi efetuada a 410 nm.

Para medir a atividade da enzima imobilizada utilizou-se aproximadamente
1mg da mesma, em incubagdo com agitagdo, também a 55 °C e interrupgéo por
banho de gelo. Para cada analise realizou-se um controle utilizando 1mg do suporte.

O calculo da atividade enzimatica livre e imobilizada foi realizado a partir da
férmula geral (1):

U U _ Abs 1

~Loul x = x DF x 103 (1)

mL g e Veoume/Veor  tr

Em que:

o U.mL™": unidade de atividade enzimatica da solucdo da enzima,
definida de acordo com o método utilizado, nas condi¢cbes padrao de ensaio;

o U.g™: unidade de atividade enzimatica da enzima imobilizada por
grama de suporte, definida de acordo com o método utilizado, nas condigbes padrao
de ensaio;

. Abs: absorbancia a A (nm);

e & coeficiente de extingdo molar (M™.cm™);

. Ve: volume de enzima utilizado no ensaio (mL);

o Vso: Volume utilizado para a reagdo com a enzima imobilizada (mL);

o Me: Massa da enzima utilizada no ensaio (g)

. t: tempo de reagao (minutos);

. DF: fator de diluigao

e  10% fator de conversdo de mol.L™" para ymol.mL™.

O procedimento de quantificagdo da atividade de lipase descrito acima foi

adotado como a condi¢ao padrao de analise de atividade enzimatica.



30

4.2.3 Producgéo das nanoparticulas magnéticas de cobalto

Considerando a proporgao 1:7 mol:mol de CoCl,:NaBH,, pesou-se 0,5000 g
de CoCl, 6H,0 e 0,5564 g de NaBHy,.

Para a incorporagéo de Celite, considerou-se a proporgéo 1:1 (m/m), em
relagdo a massa de CoCl,6H,O pesando, assim, 0,5 g de Celite.

Logo em seguida, os compostos foram macerados por aproximadamente 5

minutos em um almofariz de agata até a obtengao de um pé preto (Figura 6 e 7).

Figura 6 — Nanoparticulas de cobalto antes da lavagem

Fonte: Préprio autor (2019)
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Figura 7 - Nanoparticulas de cobalto incorporadas a celite antes da lavagem

Fonte: Préprio autor (2019)

Apds a maceragao, o produto obtido foi transferido para dois tubos de ensaio
de plastico de 14 mL, aos quais adicionou-se agua destilada lentamente até que
parassem de efervescer.

Os tubos foram completados com agua destilada até atingir 12 mL e levados
a centrifuga (6000 rpm) durante 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e esta
operacao foi repetida até que atingisse pH neutro.

Terminado o processo de lavagem, o produto final foi seco a vacuo.

4.2.4 Imobilizacdo da Lipase de Botryosphaeria ribis EC-01 de Acordo com

Planejamentos Fatoriais

A imobilizagdo da Lipase de B. ribis EC-01 foi realizada em nanoparticulas
magnéticas de cobalto com e sem celite.

A partir da lipase concentrada preparou-se uma solugdo enzimatica (~24
U.mL'1) em tampao fosfato 0,05 M, pH 8 que foi utilizada para imobilizagcdo nos
suportes de nanoparticulas magnéticas.

O suporte (100 mg) foi deixado em contato com 5 mL de solugao enzimatica
(~24,5 U.mL™") em tampao fosfato (0,05 M, pH 8) sob agitacdo a 150 rpm, de acordo
com planejamento fatorial 2° (22 experimentos com pontos axiais), avaliando-se
temperatura (10 — 30°C) e tempo de contato (45 — 345 min) com os niveis inferiores

(-1), centrais (0) e superiores (+1), além dos axiais (+1,41). Para cada variavel
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independente a atividade enzimatica foi determinada no derivado, no sobrenadante

da filtracdo e na solucéo inicial de enzima.

Tabela 4 — Planejamento Fatorial

Fatores Niveis reais
Variaveis codificadas -1,41 -1 0 1 1,41
X4 (tempo, min) 45 90 195 300 345
X, (temperatura, °C) 10 13 20 27 30

Fonte: Proprio autor (2019)

A enzima imobilizada foi lavada duas vezes com tampao fosfato pH 8 (0,2
M), seguido de lavagem com agua destilada e seca sob vacuo.

Os resultados experimentais dos planejamentos fatoriais desenvolvidos
foram ajustados em uma equacgao polinomial (2) pela técnica de regressao multipla,
onde Y é a resposta preditiva de atividade de lipase, sendo uma variavel
dependente, xi e xj sdo variaveis independentes codificadas e Bo, Bi, Bi, Bj s&o

coeficientes constantes.
Y = Bo+ Xicy Bixi + XIS Buxi X + Ticj Bijxi X; (2)

As equacgdes polinomiais quadraticas foram ajustadas para correlacionar as
varidveis e a resposta. Os coeficientes de regressdo (R?) foram utilizados para
expressar a qualidade do ajuste dos modelos polinomiais e a significancia estatistica
foi determinada pelo teste-F.

Analises de variancia (ANOVA) e de regressao multipla foram realizadas ao

nivel de 10 % de significancia utilizando o programa STATISTICA Version 8.0°.
4.2.5 Caracterizagao dos suportes por Espectroscopia no Infravermelho
Os espectros de infravermelho das nanoparticulas magnéticas com o sem

celite, antes e apds imobilizagao, foram obtidos através do espectrofotémetro Perkin-
Elmer(R) modelo Vertex 70 acoplado ao acessoério de Reflecténcia Total Atenuada
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(ATR), utilizando 32 scans, resolugdo de espectro de 2 cm™ e janela de trabalho
entre 4000 cm™ e 400 cm™.

4.2.6 Caracterizagao dos suportes por Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura (MEV)das
nanoparticulas magnéticas com o sem celite, antes e apds imobilizagdo, foram
obtidas por microscopio eletrénico JEOL modelo JSM 7401F (FEG).

4.2.7 Produgéo de biodiesel

A producéao de ésteres de biodiesel foi realizada em duas etapas: hidrélise e

esterificacdo, partindo dos produtos obtidos na primeira etapa.
4.2.7.1 Etapa 1: Hidrdlise do 6leo de soja e da entrada da trans

A hidrdlise do 6leo contendo sebo bovino foi realizada utilizando-se a razao
1:1 6leo:tampao fosfato pH 8 0,05 M (m/m), em frascos Erlenmeyer de 125 mL, sob
agitacdo em shaker, a 40 °C, 180 rpm, por 24 horas. Os experimentos foram feitos
em duplicatas contendo 25g de 6leo de soja + sebo bovino (entrada da trans), 25 g
de tampao fosfato e 0,5 g de enzimas imobilizadas em nanoparticulas magnéticas
de cobalto com celite (NPS+CE).

O dleo de soja foi hidrolisado utilizando-se a razdo 1:1 6leo:agua destilada
(m/m), em frascos Erlenmeyer de 125 mL, sob agitacdo em shaker, a 40 °C, 180
rom, por 24 horas. Os experimentos foram realizados em duplicatas, contendo 25¢g
de dleo de soja, 25 g de agua destilada e 0,5 g de enzimas imobilizadas em
nanoparticulas magnéticas de cobalto sem celite (NPS).

Apos o tempo decorrido, as misturas existentes nos Erlenmeyers foram
separadas em funil de separagdo em duas fases: uma fase gordurosa contendo
acidos graxos, mono-, di- e triacilgliceréis ndo reagidos e uma fase aquosa contendo
glicerol (Figura 8). A fase oleosa foi aquecida para evaporagéo da agua residual,
restando apenas os acidos graxos, a fim de serem utilizados como matéria prima na

producao de biodiesel por esterificagdo. A fase aquosa contendo glicerol também foi
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aquecida para retirada da agua e armazenada para posterior utiizagdo na produgéo
de enzimas.

A enzima imobilizada foi recuperada por filtragdo a vacuo e lavada com
hexano para retirada do O6leo residual e armazenada para reutilizagdo. A
recuperacao nao foi possivel por aplicagdo de um campo magnético devido ao ima
utilizado ser de baixa poténcia. Estudos futuros serdo realizados com ima com maior

capacidade de magnetismo.

Figura 8 - Separagao de fases apés hidrolise do 6leo contend o sebo bovino

utilizando nanoparticulas de cobalto impregnadas em celite (direita) e nanoparticulas

de cobalto (esquerda)

|

Fonte: Proprio autor (2019)

A porgdo de acidos graxos obtida foi quantificada e utilizada em uma
propor¢cao de 1:4 acidos graxos:.etanol na reagdo de esterificacdo (etapa 2). Da
mesma forma, a lipase imobilizada recuperada do meio reacional de hidrolise foi
pesada e utilizada em razdo massica 1:1 acidos graxos:enzima na produgdo de

ésteres.
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4.2.7.2 Etapa 2: Esterificagdo Enzimatica

Para a reagao de esterificagcao foi utilizada uma proporcao de 1:3:1 acidos
graxos:etanol:enzima recuperada na etapa 1 em frascos Erlenmeyer de 125 mL, sob
agitagdo em shaker, a 40°C, 180 rpm, por 48 horas. As por¢des de etanol foram
acrescentadas gradualmente a mistura em intervalos de 2 horas.

Ao final do experimento, a mistura de ésteres e compostos nado reagidos
presentes nos Erlenmeyers foi vertida em funil de separagdo. A fase superior
contendo os ésteres de acidos graxos foi diluida em hexano para melhor separagao
do catalisador (Figura 9), enquanto a fase inferior continha agua, alcool nao reagido,
podendo conter, também, glicerol proveniente de reagéo de transesterificagao.

O biocatalisador foi recuperado por filtragdo a vacuo e lavado para retirada

de residuos.

Figura 9 - Separacgéao de fases ap6ds esterificagao utilizando nanoparticulas de
cobalto impregnadas em celite (direita) e nanoparticulas de cobalto (esquerda)
recuperadas na etapa 1

Fonte: Préprio autor (2019)
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4.2.8 Determinacao do indice de Acidez

Os acidos graxos e ésteres obtidos a partir das reagdes de hidrolise e
esterificacdo, respectivamente, foram titulados em duplicatas contendo cerca de
0,025 g das amostras de dleo, acidos graxos e ésteres de biodiesel e 50 mL de
metanol, com solugdo de hidroxido de potassio 0,01 mol.L” e 5 gotas de
fenolftaleina a 1% como indicador. Os valores de acidez foram calculados pela

Equacao 3.
IA(mgKOH/g) =V X f XM X 56,1 P 3)

Em que:
V = volume da solugao de KOH gasto na titulacdo (mL)
f = fator de corre¢ao da solugao padrao de KOH

P = massa de amostra (g)
4.2.9 Analise dos ésteres por Cromatografia gasosa

Os ésteres etilicos de acidos graxos foram separados em um cromatografo a
gas CGShimadzu-GC2010-plus acoplado a um MS-QP2010-Ultra também
Shimadzu, equipado com uma coluna Restek RT-2560 de 100 m, 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 micro de espessura de filme. As vazdes dos gases foram de
1,4 mL.min™" para o gas de arraste (He).

A razao de divisdo da amostra (split) foi de 1/50 com fluxo de purga de 3,0
mL.min" e as temperaturas do injetor e detector foram 200 e 230°C,
respectivamente. A rampa de temperatura da coluna foi de 190°C durante 1min,
elevando a temperatura para 200°C a taxa de 1.5°C.min"" e mantendo a 200°C por 2
min, em seguida elevou-se a temperatura para 230 °C na taxa de 1.5°C.min™" e
mantido a 230°C durante 12 min. As areas dos picos foram determinadas pelo

software Star (Varian).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 PRODUCAO DE INOCULO E OBTENCAO DE LIPASES
A lipase de B. ribis EC-01 foi produzida em condi¢ao previamente otimizada
por Andrade et al. (2013) que utiliza 2,4% (m/v) de torta de soja e 4,5% (v/v) de
glicerol PA. A Tabela 1 apresenta os resultados de atividade obtidos antes e apds o

tratamento com (NH,4),SO,4 e também apds a dialise contra agua deionizada.

Tabela 5 - Producao de lipases por Botryosphaeria ribis EC-01 antes e apds concentracao e dialise

Amostra U/mL

Extrato bruto 33,3+0,27
Lipase apos concentragao (20%, m/v (NH4).SO,) 302 + 20,9
Lipase apos concentragao e dialise 322 £ 8,90

Fonte: Proprio autor (2019)

O resultado do extrato bruto obtido (33,3 U/mL) nao foi satisfatorio, levando
em conta o valor predito apontado pelo modelo para esta condicdo que é de 72
U/mL (ANDRADE et al, 2013). Entretanto, apds concentragcdo com 20% (m/v) de
(NH4)2S0O4 ocorreu o aumento de quase 10 vezes esse valor, resultando em uma
atividade de 322 U/mL apds a dialise, demostrando que o processo de concentracao

foi eficiente.
5.2 PRODUCAO DO SUPORTES
As figuras 10 e 11 ilustram o resultado da aplicagdo de campo magnético

sobre as NPS produzidas, demonstrando que o O6xido de cobalto (Co304) foi

sintetizado.
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Figura 10 — Aplicagdo de campo magnético nas nanoparticulas magnéticas de

cobalto sem celite

Fonte: Préprio autor (2019)
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5.3 AVALIACAO DA IMOBILIZAGAO DA LIPASE DE BOTRYOSPHAERIA RIBIS
EC-01 DE ACORDO COM PLANEJAMENTOS FATORIAIS

A imobilizacdo de lipases em nanoparticulas magnéticas (NPS) e em
nanoparticulas magnéticas impregnadas em celite (NPS+CE) foram realizadas de
acordo com planejamentos fatoriais 22 com pontos axiais e triplicata no ponto central.

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos com a imobilizagdo de lipases
em NPS+CE. A atividade enzimatica variou de 134 a 711 U/gnps+ce, Sendo o valor
maximo encontrado quando tempo (X4) era de 90 min e a temperatura (Xz) igual a
27°C.

Tabela 6 - Planejamento fatorial para a imobilizagao de lipases em nanoparticulas magnéticas
impregnadas em celite (NPS+CE)

Experimento Variaveis Respostas
codificadas
X Xz U/gnps-+ce
1 -1 -1 499
2 -1 1 711
3 1 -1 578
4 1 1 399
5 -1,41 0 574
6 1,41 0 329
7 0 -1,41 134
8 0 1,41 564
9 0 0 165
10 0 0 334
11 0 0 270
Fatores Niveis reais
-1,41 -1 0 1 1,41
X4 (tempo, min) 45 90 195 300 345
X, (temperatura, °C) 10 13 20 27 30

Fonte: Préprio autor (2019)

A analise de variancia do modelo esta apresentada na Tabela 7 e exibe que
Feac > Fist nos graus de liberdade correspondentes a imobilizagdo de lipases no
suporte. O valor F comprova que existe significancia do modelo, apesar do R? ser de
0,71.

Neste modelo quadratico somente a variavel tempo (X4, em negrito) foi
significativa no nivel de 90% (p < 0,10, R?= 0,71), mostrada na Equac&o 4. O modelo

preditivo mostra que com a temperatura (Xz) em 34 °C e tempo (X4) de 27 minutos a
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resposta seria de 1527 U/gnps+ce, evidenciando os 6timos resultados que podem

ser alcangados utilizando este suporte.

U/gnps+ce = 256,2 - 2,616 X1 + 135,1 X12 + 80,09 X + 83,45 X22-97,89 X1 X2 (4)

Tabela 7 - Analise de variancia (ANOVA) para o planejamento fatorial 2? para a imobilizagédo de
lipase em celite impregnado com nanoparticulas magnéticas (U/gnps+cg)-

Fonte de Soma Graus de Média F teste
Resposta variacio Quadrados Liberdade Quadrados F.a F
g (SS) (DF) (MS) calc list
U/gnps+ce Modelo 245689,6 1 245689,6 221 3,36
Residuo 100134,0 9 11126
Total 345823,6 10

R*=0,71°F 90%.1,9
Fonte: Proprio autor (2019)

O diagrama de contorno gerado a partir do ajuste do modelo esta
apresentado na Figura 12 e indica a influéncia das variaveis tempo e temperatura na

imobilizagcao de lipases neste suporte.

Figura 12 — Superficie de resposta para a imobilizagao de lipases em nanoparticulas
magneéticas impregnadas em celite (NPS+CE)

Il 1600

[] 1000

I 400
Fonte: Préprio autor (2019)
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Como pode ser observado na Figura 10 o aumento da temperatura favorece
a imobilizacdo de lipases neste suporte, como por exemplo a 30 °C e tempo de 45
minutos atividade préoxima a 1400 U/gyes.ce pode ser obtida, de acordo com o modelo
preditivo. Também é visivel a influéncia do tempo, sendo que maiores atividades
enzimaticas foram obtidas no modelo com tempos inferiores a 45 minutos.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos na imobilizacdo de lipases em
NPS de acordo com o planejamento 2% com pontos axiais e triplicata no ponto
central. A imobilizacdo variou de 46,6 a 495 U/gnes, sendo que este ultimo valor foi
alcangado quando tempo (X4) era de 45 minutos e a temperatura (X;) indicava 20
°C.

Tabela 8 - Planejamento fatorial para a imobilizagao de lipases em nanoparticulas magnéticas (NPS)

Experimento Variaveis Respostas
codificadas
X1 Xz U/gnes
1 -1 -1 159
2 -1 1 178
3 1 -1 46,6
4 1 1 104
5 -1,41 0 495
6 1,41 0 103
7 0 -1,41 56,2
8 0 1,41 211
9 0 0 125
10 0 0 123
11 0 0 106
Fatores Niveis reais
-1,41 -1 0 1 1,41
X4 (tempo, min) 45 90 195 300 345
X, (temperatura, °C) 10 13 20 27 30

Fonte: Préprio autor (2019)

O modelo quadratico esta apresentado na Tabela 9 e mostra que Fgaic > Fiist
nos graus de liberdade correspondentes a imobilizagdo de lipases em
nanoparticulas magnéticas em U/gnps. O valor F e o coeficiente de regressdo (R?)
mostraram que o modelo ajustado teve boa capacidade preditiva e é

estatisticamente valido.
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Tabela 9 - Analise de varidncia (ANOVA) para o planejamento fatorial 2? para a imobilizacdo de
lipase em nanoparticulas magnéticas de cobalto (U/gnps).

Fonte de Soma Graus de Média F teste
Resposta variacio Quadrados Liberdade Quadrados F.a F
¢ (SS) (DF) (MS) calc list
U/gnps Modelo 113263,9 1 113263,9 27,1 3,36
Residuo 37688,3 9 4187,6
Total 150952,2 10

R*=0,75°F 90%.1,9
Fonte: Proprio autor (2019)

A superficie de resposta obtida para este modelo preditivo esta apresentada
na Figura 13 e indica que em tempos inferiores a 90 minutos e qualquer temperatura
apresentariam os melhores resultados de imobilizagdo, com respostas superiores a
500 U/gnps. Entretanto, acima de 195 minutos € possivel observar que altas
temperaturas favorecem a imobilizagao neste suporte.

A explicacao desse fato pode ser devido a dessor¢ao da enzima do suporte,
ja que o método de imobilizagao (adsorcao) envolve forgas fracas de interagdo. Com
o0 aumento do tempo de imobilizagcédo, a enzima que possivelmente é dessorvida do
suporte, com a diminuigdo da energia cinética da reagao proporcionada pelas baixas
temperaturas, pode ser adsorvida novamente ao suporte. De qualquer maneira,
melhores resultados podem ser obtidos com tempos de reagdo menores, pois
diminui a possibilidade de dessorcédo da enzima do suporte.

A Equacao 5 preditiva para este modelo quadratico € mostrada abaixo e
demonstra que somente a variavel tempo (X4, em negrito) foi significativa no nivel de
90% (p < 0,10, R*= 0,75).

U/gnps = 118,3 -92,91X1 + 67,25X12 + 36,90 X2 - 16,20X22 + 9,624 X1X2 (5)

Planejamentos fatoriais e metodologia de superficie de resposta sao
ferramentas Uuteis para otimizar um processo, pois reduzem o numero de
experimentos. Diversos autores tém utilizado essas ferramentas a fim de otimizar a
imobilizagcdo de enzimas, manipulando os fatores envolvidos, geralmente tempo,
temperatura e concentragao de enzima (CHAIBAKHSH et al., 2012; KISHORE et al.,
2012; OSHO et al., 2016; DONG et al., 2019).
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Figura 13 - Superficie de contorno para a imobilizagao de lipases em nanoparticulas

magneéticas (NPS)

PR,

Fonte: Préprio autor (2019)

Enzimas de diversos microorganismos foram imobilizadas em suportes
magnéticos. Uma lactase comercial de Aspergillus oryzae foi imobilizada em
magnetita ativada com polietilenoimina e reticulada com glutaraldeido com maxima
atividade de 360 U/gsuporte (DEKKER, 1989). Uma quitosana magnética a partir de
Fe3;04 foi utilizada para imobilizar a lipase Candida rugosa covalentemente utilizando
agentes de ativagdo como EDC e NHS. A metodologia de superficie de resposta foi
utilizada e o maximo de atividade de lipase foi 20 U/gsuporte (KUO et al., 2012).

Os resultados encontrados com a imobilizagdo da lipase de B. ribis EC-01
em ambos suportes fabricados neste trabalho foram superiores aos relatados acima.

Estes biocatalisadores se demonstraram promissores para aplicacées.
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5.4 CARACTERIZAGCAO DOS SUPORTES POR ESPECTROSCOPIA DE
INFRAVERMELHO

As amostras de nanoparticulas magnéticas de cobalto (NPS), nanoparticulas
magnéticas de cobalto incorporadas a celite (NPS+CE) e enzimas imobilizadas nos
suportes (NPS+E, NPS+CE+E) foram analisadas por espectroscopia de

infravermelho (Figura 14).

Figura 14 - Espectro FTIR das nanoparticulas magnéticas antes e apos imobilizagéo

——NPS
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— NPS+E

1,05 — NPS+CE+E
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
A (1/CM)

Fonte: Proprio autor (2019)

As bandas cacteristicas das ligagdes entre Co e O ndo sao vistas pelo
espectro. Os picos presentes entre 1100 cm™ e 490 cm™ s3o tipicos das vibragdes
das ligacbes Si—O-Si e Si-OH da Celite. O espectro de FTIR da lipase adsorvida em
NPS+CE apresenta um pico localizado em aproximadamente 1000 cm™ referente a
um estiramento assimétrico da ligagcao Si—O— Si da Celite, que foi deslocado devido
a presenga da enzima. Quando comparamos o grafico das NPS+E com o grafico
das NPS+CE+E, notamos a presenca do pico em 500 cm™ que se refere as ligagdes

da enzima com o suporte.
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5.5 CARACTERIZAGCAO DOS SUPORTES POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

A Figura 15 ilustra a morfologia das nanoparticulas magnéticas de cobalto
antes e apds a imobilizagdo com a lipase de B. ribis EC-01. Como pode ser
observado, o material se organiza em aglomerados esféricos irregulares
nanométricos (Fig 15a). Apdés a imobilizagdo da enzima nota-se aumento do
tamanho destes aglomerados possivelmente pela interagdo com moléculas de
enzima (Fig 15b). E possivel observar ndo s6 o aumento do tamanho mas também
alteragcdes na rugosidade da superficie, indicando que a enzima esta mesmo

imobilizada no material.

Figura 15 - Micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura das
nanoparticulas magnéticas de cobalto antes (a) e apos (b) a imobilizagao de

lipases

Fonte: Proprio autor (2019)

A Figura 16 apresenta a superficie da celite impregnada com particulas
magnéticas antes (Fig 16a) e apos (Fig 16b) a imobilizagdo de lipases. Nas figuras
abaixo é possivel notar a superficie irregular deste material. Na Figura 16a os
aglomerados de nanoparticulas magnéticas aparecem na superficie do material e
apo6s a imobilizagdo estes aglomerados sao recobertos com possiveis aglomerados

da enzima, assim como a superficie do celite (Fig 16b).
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Figura 16 - Micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura das
nanoparticulas magnéticas de cobalto impregnadas em celite antes (a) e apés (b) a

imobilizagao de lipases

Fonte: Proprio autor (2019)
ApoOs a incorporagdo das particulas magnéticas verifica-se alteracdo na
superficie do celite, comparando-se com a superficie do material sem modificagcao,

mostrada na Figura 17.

Figura 17 - Micrografia obtida da superficie do celite

Na Figura 18 com maior aumento é possivel verificar a ocorréncia relatada
acima, onde nanoparticulas e celite s&o recobertos por aglomerados enzimaticos,

sugerindo que maior quantidade de enzima pode ser adsorvida neste material.
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Figura 18 - Micrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura das
nanoparticulas magnéticas de cobalto impregnadas em celite apds a imobilizagao de

lipases

50KkY  X25,000 1um WD 8.3mm

Fonte: Préprio Autor (2019)

Na Figura 19 encontra-se uma comparagao dos resultados de imobilizagcao
obtidos nos dois materiais. As Figuras 19a e 19b mostram as nanoparticulas
magnéticas e as nanoparticulas magnéticas incorporadas ao celite, respectivamente.

Apos a imobilizagdo da enzima nas nanoparticulas magnéticas (Figura 19c)
e nas nanoparticulas magnéticas impregnadas em celite (Figura 19d) nota-se
aumento da rugosidade, principalmente sobre as nanoparticulas, sugerindo que a
enzima foi imobilizada. Verifica-se também um padrdao de aglomerados que se
repete nos dois suportes que ja foi notado em outros trabalhos (CHARUCHINDA et
al., 2012; MOHAMED et al., 2017), caracteristico de enzimas. As enzimas s&o
polimeros de aminoacidos, portanto, ions dipolares (carga positiva do grupo amino e
carga negativa do grupo carboxilico), essa caracteristica pode fazer com que ambas
as partes da molécula de enzima fagam parte da interacdo com o suporte,

originando este padrdo observado.
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Figura 19 - Micrografias obtidas por Microscopia Eletrénica de Varredura dos

materiais obtidos antes (a e b) e apds (c e d) a imobilizagao de lipases

Fonte: Préprio autor (2019)

5.6 DETERMINACAO DO iNDICE DE ACIDEZ

A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos nas analises de indice de

acidez das matérias-primas e dos produtos formados na hidrodlise e esterificagao.

Tabela 10 - indice de acidez dos 6leos utilizados antes da utilizacéo, apés a hidrolise e apds a
esterificacao.

indice de acidez (mg/gkon)

Ensaio Matéria-prima Hidrolise Esterificagédo
NPS A 0,65 £ 0,00 0,68 £ 0,00 0,64 £ 0,03
NPS B 0,65 £ 0,00 0,64 £ 0,00 0,64 = 0,00

NPS+CE A 0,60 £ 0,05 0,67 £ 0,01 0,64 = 0,04

NPS+CE B 0,60 £ 0,05 0,59 £ 0,02 0,60 £ 0,01

Fonte: Proprio Autor (2019)
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Aparentemente o biocatialisador NPS no ensaio A e NPS+CE no ensaio B
obiveram as maiores variagdes nos indices de acidez durante o processo. Para o
biocatalisador NPS a hidrdlise foi efetiva pelo aumento de acidez do produto que
passou de 0,65 para 0,68 mg/gkon, evidenciando que os triacilglicerdis contidos no
oleo de soja foram hidrolisados parcialmente a acidos graxos. Apos a esterificagao
este indice caiu para 0,64 mg/gkon, sugerindo que os acidos graxos foram
esterificados. Este mesmo comportamento foi notado com o biocatalisador NPS+CE
no ensaio A, que ao ser hidrolisado, o indice de acidez da matéria prima aumentou
de 0,60 para 0,67 e caiu para 0,64 mg/gkon apos a esterificagdo. Nos outros ensaios

pouca alteracdo ou nenhuma foi notada nas amostras.

5.7 ANALISE DOS ESTERES POR CROMATOGRAFIA GASOSA.

Os produtos de esterificagado foram analisados por Cromatografia Gasosa. A
Figura 21 exemplica um dos cromatogramas obtidos. E possivel notar a presenca de
diversos ésteres etilicos de acidos graxos, como o palmitico (C16:0) em 14,4
minutos, o estearico (C18:0) em 17 minutos, oleico (C18:1) em 18,2 minutos e o

linoleico (C18:2) em 20,1 minutos, caracteristicos do éleo de soja.

Figura 20 - Cromatograma obtido na reacao de hidroesterificagao utilizando lipase

imobilizada em nanoparticulas magnéticas de cobalto
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Fonte: Proprio autor (2019)

Entretando, quando analisado o rendimento total de conversédo em ésteres
de somente 20% foi detectado nesta amostra, o que fica evidente quando
comparado ao pico do padrdo em 27 minutos.
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As demais amostras analisadas tiveram conversdo de 17% em ésteres,
somente. Com estes resultados pode-se verificar que o biocatalisador é eficiente
para as reagdes de hidrolise e esterificagdo para coversao de 6leo de soja em
ésteres de biodiesel. Entretanto, estudos sao necessarios para verificar se algum
reagente envolvido no processo, de certa forma, prejudica a agdo das enzimas e,

consequentemente aumentar a conversao em ésteres.
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6 CONCLUSAO

Os suportes com nanoparticulas magnéticas de cobalto foram produzidos de
forma eficiente, comprovados pela notavel capacidade magnética.

A enzima imobilizada nestes suportes apresentou altos titulos de atividade,
sendo que o modelo preditivo proposto para a  enzima imobilizada em
nanoparticulas contendo celite apontou que uma atividade de 1527 U/gnps+ce pode
ser alcancgada utilizando a temperatura de 34 °C e tempo de 27 minutos.

As analises morfolégicas do material sugerem que as enzimas imobilizadas
formam aglomerados, principalmente com as nanoparticulas. As analises de
infravermelho demostraram as bandas caracteristicas do material celite e da enzima,
evidenciando que a enzima esta imobilizada.

O biocatalisador produzido a partir de nanoparticulas de cobalto prporcionou
a melhor conversdo em ésteres (20%), evidenciado também pelo ensaio de indice
de acidez.

Este trabalho mostrou que ambos os suportes sdo adequados para
imobilizar lipases e ser aplicados na reacao de hidroesterificagdo. Entretando, o
estudo mais aprofundado do mecanismo de catalise se mostrou necessario, a fim de

aumentar a conversio em ésteres.
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